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AIF:  Factor inductor de apoptotis 
Akt/PKB: Proteina quinasa B 
ASK-1: Quinasa reguladora de la señal apoptotica-1 
ANT:  Transportador del nucleotido adenina  
BH:  Homologo a Bcl-2  
BIR:  Repetición IAP en Baculovirus 
CAD:  Dexorribonucleasa activada por caspasas  
CARD:  Dominio de reclutamiento de caspasas  
CED:   Muerte celular  
DAXX: Proteina asociada a muerte  
DD:   Dominio de muerte 
DED:   Dominio efector de muerte  
DIABLO: Proteina inhibidora directa mediante unión aIAP con bajo pI 
DISC:   Complejo señalizador de muerte inducida  
ERK:  Quinasa regulada por señales extracelulares 
FADD: Dominio de muerte asociado a Fas 
FLICE: FADD semejante a ICE 
c-FLIP: Proteína celular inhibidora de FLICE 
HtrA2: Serín-proteas-2 inducible por choque térmico Heat shock-induced serine  
IAP:  Inhibidor de proteínas apoptóticas 
ICE:  Enzima convertidota de Interleuquina-1β 
IK-B:  Inhibidor de NF-κB 
IKK:  Iκ-B quinasa 
ILK:  Quinasa unida a integrina 
JAK:  Quinasa Janus activada 
JNK:  Quinasa N-terminal c-jun 
LY:  LY294002, Inhibidor de PI3K 
MAPK: Proteína quinasa activada por mitógeno 
NF- κB: Factor nuclear - κB 
PAK:  Quinasa activada p21 
PARP: Poli-(ADP Ribosa)-Polimerasa 
PDK:  Quinasa fosfoinosítido dependiente 
 17
PH:  Holmología a Pleckstrina 
PI3K:  Fosfoinositído 3 Quinasa 
PIDD:  Protína p53-inducida con dominio de muerte 
PIP3:  Fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato 
PTEN: Homólogo a fosfatasa y tensina suprimido en el cromosoma 10 
PTP:  Poros de transición de la permeabilidad  
RAIDD: Proteína homóloga a ICH-1/CED-3 con dominio de muerte asociada a RIP 
RING: Nuevo gen realmente interesante  
RIP-1:  Proteína quinasa interaccionando con el receptor  
ROCK-1: Quinasa asociada a Rho-1 
RSK:  Quinasa p90 Ribosomal S6 
SAPK: Proteína quinasa activada por estrés 
SD:   Desviación estándar 
SMAC : Segundo activador de caspasas proveniente de mitocondria  
STAT: Proteínas transductores de señal y activadores de transcripción 
TNF: Factor de necrosis tumoral 
UO: UO126, Inhibidor de MEK 
VDAC: Canal aniónico dependiente de voltaje 
XAFI:  Factor-I asociado a XIAP 































La estimulación del receptor Fas mediante su ligando o anticuerpos agonísticos 
(CH11) lleva a la activación de caspasa-8 que a su vez es capaz de activar caspasas 
ejecutoras y promover apoptosis. Muchas líneas celulares son resistentes a la apoptosis 
inducida por Fas; el conocimiento de los mecanismos por los que adquieren esa resistencia 
puede llegar a permitir el desarrollo de tratamientos anti-tumorales. En este trabajo 
mostramos los mecanismos moleculares implicados en la resistencia a apoptosis inducida 
por Fas de la línea celular de carcinoma cervical humano HeLa y de las líneas de 
adenocarcinoma pancreático humano BxPC3 y AsPC1 así como su sensibilización a 
apoptosis por deprivación de suero. En células HeLa, la deprivación de suero promueve 
varios eventos que sensibilizan a apoptosis inducida por la estimulación de Fas: disminución 
de los niveles de pAkt y disminución de los niveles de c-FLIPS, que es el mayor freno para la 
activación de caspasa-8 en estas células. La disminución de c-FLIPS promovida por la 
inhibición parcial de pAkt en células ayunadas de suero, sensibiliza a apoptosis inducida por 
la estimulación con CH11. La inhibición completa de Akt mediante el tratamiento con LY 
además, induce también apoptosis por un mecanismo diferente al utilizado por Fas. En las 
células BxPC3 los niveles de c-FLIPS son indetectables siendo c-FLIPL el principal freno en 
la activación de caspasa-8. La disminución de los niveles de c-FLIPL tanto en células BxPC3 
como en células HeLa, se produce mediante el tratamiento conjunto de CH11 y LY o de 
CH11 y CHX. Si la estimulación se realiza únicamente con CH11 la disminución de c-FLIPL 
solo se observa en ausencia de suero. En todas estas condiciones la disminución de los 
niveles de c-FLIPL se corresponde con la activación de caspasa-8 y caspasa-9 y de apoptosis. 
En las células BxPC3, a diferencia de las células HeLa, el bloqueo de la actividad Akt 
mediante el tratamiento con LY no promueve apoptosis, solamente sensibiliza a la apoptosis 
inducida por Fas. En las células AsPC1 la inhibición total de Akt promueve una reducción 
parcial de c-FLIPS pero no induce ni sensibiliza a apoptosis. Solo el tratamiento con CH11 
junto con CHX promueve una bajada de c-FLIPS hasta niveles indetectables que se 
corresponde con la activación de caspasa-8 y caspasa-9. A pesar de la activación de las 
caspasas las células AsPC1 no mueren por apoptosis. Todos estos datos muestran que 
distintas líneas celulares resistentes a apoptosis inducida por Fas requieren de diferentes 
tratamientos para la inducción de apoptosis siendo el ayuno de suero, modulando distintos 




Stimulation of Fas with FasL or agonistic antibodies (CH11) triggers caspase-8 
activation that leads lastly to executory caspases activation and apoptosis. Many cancer cell 
lines remain resistant to Fas-mediated apoptosis; the knowledge of the mechanisms involved 
in this resistance would be useful to develop drugs for cancer therapy. In this study, we show 
the molecular mechanisms involved in the resistance of the cervical cancer line HeLa and the 
human cancer pancreatic cell line BxPC3 to apoptosis and its sensitization to Fas-induced 
apoptosis by serum withdrawal. In the case of HeLa cells, serum deprivation causes several 
events that promoted Fas-induced apoptosis: down regulation of pAkt levels and c-FLIPS 
levels, the major brake for caspase-8 activation in these cells. The decrease of the c-FLIPS 
levels which it is promoted by the partial inhibition of pAkt levels that occur in serum 
deprived cells, sensitize to CH11 induced-apoptosis. The complete inhibition of Akt by the 
LY treatment also induces apoptosis although through different mechanisms that the ones 
promoted by Fas. In the BxPC3 cells c-FLIPS levels are undetectable and c-FLIPL is the 
major brake for caspase-8 activation. Down regulation of c-FLIPL in both HeLa and BxPC3 
cells can be achieved by the cooperation of Fas engagement with CH11 together with LY or 
with cycloheximide treatment. When the cells are treated solely with CH11, c-FLIPL down 
regulation is only observed in the serum starvation condition. In all these conditions the c-
FLIPL down regulation corresponds with both caspase-8 and caspase-9 activation and 
apoptosis. In BxPC3 cells, in contrast with HeLa cells, the blockage of Akt activity through 
LY treatment does not promote apoptosis but sensitizes to Fas-induced apoptosis. In AsPC1 
cells the total inhibition of Akt promotes partial c-FLIPS down regulation but neither induces 
nor sensitizes to apoptosis. Only CH11 treatment with CHX promotes the down regulation 
of c-FLIPS to low enough levels to allow both caspase-8 and caspasa-9 activation. Although, 
caspases activation occurs AsPC1 cells does not dye by apoptosis. All these data show that 
different cell lines resistant to Fas-induced apoptosis required different treatment to induced 
































La apoptosis, o muerte celular programada, es un proceso fisiológico fundamental, 
mediante el que las células mueren. Fue descrita por primera vez en 1972 por Kerr JF et 
al, usando como material biológico el nemátodo C. elegans (Kerr, 1972) en el que la 
cisteín-proteasa CED-3 (CELL Death) es la responsable de promover apoptosis. La 
proteína CED-4 funciona como plataforma de activación de CED-3. Este proceso está 





Fig.1. Regulación de la apoptosis en C. elegans  
Posteriormente se han clonado e identificado genes con funciones similares en 
células de organismos superiores indicando la universalidad del proceso. 
 
1.1 Apoptosis en organismos superiores 
La apoptosis juega un papel esencial tanto en procesos fisiológicos (modelación de 
estructuras en el desarrollo embrionario, mantenimiento de la homeostasis de los tejidos 
adultos (Thompson, 1995), eliminación de células que representan un peligro para la 
integridad del organismo, etc) como en patológicos (cáncer, desórdenes autoinmunes 
(Mahoney, 2005), infección viral (Hardwick, 2001), enfermedades neurodegenerativas 
(Kermer, 2004), etc). 
A diferencia de la necrosis, muerte accidental inducida por agresión mecánica o 
tóxica en la que el contenido celular sale al espacio intercelular provocando inflamación; 
la apoptosis es una muerte controlada en la que se mantiene intacta la membrana celular, 
permitiendo su eliminación por fagocitosis sin producir inflamación.  
 
 23
1.1 Cambios morfológicos y bioquímicos asociados a apoptosis 
Durante el proceso de apoptosis las células sufren cambios morfológicos y 
bioquímicos característicos de manera muy ordenada pudiéndose diferenciar varias fases.  
 
1.2.1 Fase efectora:  
En esta fase se adopta sin retorno el compromiso hacia la muerte. Se produce un 
aumento de Ca2+ intracelular que promueve la activación de ciertos grupos enzimáticos 
(endonucleasas y proteasas- caspasas) (Orrenius, 2003). También se dan cambios en el 
citoesqueleto que producen cambios en el tamaño y forma celular. 
 
1.2.2 Fase de ejecución: 
La célula se deforma y pierde el contacto con las células vecinas y el citoplasma 
se contrae provocando una disminución en el tamaño celular. La cromatina se condensa 
en la periferia nuclear, los nucleolos se desintegran y se reduce el tamaño del núcleo. Los 
orgánulos citoplasmáticos se condensan y el retículo endoplasmático se dilata. Las 
mitocondrias se mantienen morfológicamente normales pero pierden el potencial de 
membrana. Se produce la degradación del DNA genómico mediante la acción de la 
Topoisomerasa II, que genera fragmentos de 50-100 Kb, y de la endonucleasa CAD que 
corta el DNA de doble banda intranucleosomal (Nagata, 2003). Los fragmentos 
oligonucleosomales generados forman la característica escalera de DNA. Por último, el 
núcleo y el citoplasma se fragmentan formando los denominados “cuerpos apoptóticos”, 
estructuras rodeadas de membrana plasmática que pierden la asimetría de la membrana y 
exponen hacia el exterior residuos de fosfatidilserina. Los macrófagos reconocen la 
fosfatidilserina y fagocitan los cuerpos apoptóticos evitando que su contenido salga al 




Fig. 2. Cambios experimentados por la célula en el proceso de apoptosis. 






2 MOLECULAS IMPLICADAS EN APOPTOSIS Y SU REGULACION 
 
2.1 CASPASAS: iniciadores y ejecutores de la apoptosis. 
Las caspasas (cystein-dependent aspartate-specific proteases) son cisteín-proteasas, 
homólogas a la proteína CED-3 de C. elelegans, que están implicadas bien en 
inflamación, activando citoquinas pro-inflamatorias (Tschopp, 2003; Martinón, 2004) o 
bien en apoptosis. Todas las caspasas son sintetizadas de forma inactiva (zimógenos) 
denominándose pro-caspasas.  
 
Estructuralmente, las pro-caspasas se componen de un extremo amino terminal de 
longitud variable y de un dominio catalítico muy conservado que posteriormente se 
divide en 2 subunidades, una grande de aproximadamente 20 kDa (p20) y una pequeña de 
aproximadamente 10 kDa (p10) (Chang 2000; Fuentes-Prior, 2004). 
 
En mamíferos se han identificado 14 caspasas clasificadas en tres grupos, 
dependiendo de la estructura del pro-dominio y de sus funciones (Fan, 2005; Shi, 2002).  
• Grupo I: caspasas que contienen pro-dominios grandes e intervienen en 
inflamación y maduración de citoquinas (caspasa-1, -4, -5, -11, -12,-13 y -14). 
• Grupo II: caspasas con pro-dominios cortos (20-30 amino ácidos) 
denominadas efectoras (caspasa-3, -6 y -7) que se encuentran inactivas en 
forma de dímeros.  
• Grupo III: caspasas con pro-dominios grandes (más de 90 amino ácidos) 
denominadas iniciadoras que se encuentran en el citosol como monómeros 
inactivos (caspasa-2, -8, -9, -10). 
 
Los pro-dominios grandes contienen distintos motivos estructurales como los 
DED (Death Effector Domain), presentes en caspasa-8 y -10, o los CARD (Caspase 
Recruitment Domain) presentes en caspasa-2 y -9 (Ho, 2005). Estos motivos son muy 
importantes para la activación de las caspasas ya que median interacciones homotípicas 
con otras proteínas como proteínas adaptadoras u otras caspasas (Lavrik, 2005). 
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La primera caspasa identificada fue la caspasa-1, implicada en inflamatción que se 
denominó ICE (Interleukin 1 β–Converting Enzyme). Al resto de las caspasas 
identificadas se las denominó como ICE-like porteases, un ejemplo es la caspasa-8 que 
fue denominada FLICE (FADD-like ICE).  
 
2.1.1. Activación de las caspasas 
La activación de las caspasas se produce en respuesta a señales específicas y 
mediante procesos proteolíticos en residuos específicos de ácido aspártico (Asp).  
Para la activación se requieren dos procesamientos proteolíticos: el primer corte 
en el dominio catalítico de la pro-caspasa que genera la subunidad grande (p20) 
separándola de la pequeña (p10) permitiendo la conformación necesaria para que se 
forme el centro activo (residuos Arg, His y Cys de la subunidad grande y Arg de la 
subunidad pequeña); y el segundo corte que separa y libera el pro-dominio amino 
terminal de la subunidad grande (p20) (Fuentes-Prior 2004; Lavrik, 2005).  
La caspasa activa es una estructura cuaternaria formada por dos heterodímeros 
procedentes del procesamiento de dos pro-caspasas homólogas. En el heterotetrámero 
formado, las dos subunidades pequeñas quedan adyacentes y rodeadas por las 
subunidades grandes. La agrupación se da en una configuración cabeza-cola con lo que 




Fig 2. Activación de las caspasas. 
Los procesamientos proteolíticos necesarios para la activación de las caspasas 
pueden llevarse a cabo por otras caspasas, por proteasas como granzima B (Trapani, JA, 








La activación de las caspasas efectoras está mediada por las caspasas iniciadoras 
que cortan tras un residuo interno específico de Asp del dominio catalítico, generando la 
subunidad grande separándola de la pequeña.  
La activación de las caspasas iniciadoras sin embargo se produce mediante auto-
proteólisis (Shi, 2002). Su activación dispara la activación de caspasas efectoras que 
promueven apoptosis, por este motivo es un proceso fuertemente regulado. Para que se 
produzca se requiere la formación de complejos multiméricos específicos; así la actividad 
de las caspasas -2, -8 y -9 en células de mamíferos depende del PIDDosoma, del DISC y 
del apoptosoma respectivamente.  
El PIDDosoma es un complejo que está formado por PIDD (p53-induced protein 
with a death domain), la proteína adaptadora RAIDD (RIP-Associated ICH-1/CED-3-
homologus protein with Death Domain) y la pro-caspasa-2. Su ensamblaje se produce tras 
un estrés genotóxico mediante interacciones homotípicas entre los dominios DD (Death 
Domain) de PIDD y RAID e interacciones homotípicas de los dominios CARD de 
caspasa-2 y RAIDD. Una vez reclutada al PIDDosome la caspasa-2 se activa mediante 
auto-proteólisis (Bao, 2007; Ho, 2005).  
El DISC (Death-Inducing Signaling Complex) es un complejo que se origina tras 
la estimulación de receptores de muerte y que está formado por: el receptor, la proteína 
adaptadora FADD (Fas-Associated Death Domain) y la pro-caspasa-8. Una vez 
activados, los receptores de muerte oligomerizan permitiendo la conformación adecuada 
para que se produzca la interacción homotípica entre los dominios DD presentes en el 
dominio citosólico de los receptores y en la proteína FADD. En su extremo amino 
terminal FADD posee además un dominio DED que a su vez interacciona con el dominio 
DED de la pro-caspasa-8. En el DISC las moléculas de pro-caspasa-8 adquieren la 
proximidad y la conformación necesaria para su auto-activación (Bao, 2007; Ho, 2005).  
El apoptosoma es un complejo formado por la agrupación de 7 moléculas de la 
proteína adaptadora Apaf-1 (Apoptotic protease activation factor-1) que en ausencia de 
estímulos apoptóticos (estrés citotóxico, choque térmico, estrés oxidativo, daño en el 
DNA, etc) se encuentra en el citosol como monómero. Para la formación del apoptosoma 
se requiere la presencia de citocromo-c citosólico, que es liberado de la mitocondria tras 
la señalización a apoptosis, así como la presencia de ATP/dexosi-ATP ((d)ATP). La 
unión del citocromo-c a Apaf-1, junto con la hidrólisis de (d)ATP, provoca un cambio de 
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PIDDosoma DISC Apoptosoma
conformación de Apaf-1 que permite su agrupación formando un heptámero 
(apoptosoma) dejando accesible sus dominios CARD a los que se unen, mediante 
interacciones homotípicas, moléculas de pro-caspasa-9 que mediante auto-proteólisis se 






Fig. 3. Complejos para la activación de caspasas iniciadoras. 
 
La activación de las caspasas iniciadoras desencadena mediante la activación de 
las caspasas efectoras la muerte por apoptosis. 
 
2.1.1 Sustratos de las caspasas 
Durante la apoptosis las caspasas proteolizan numerosas proteínas. La proteolisis 
puede inactivar la proteína proteolizada; o activarla si el corte sucede en un dominio de 
regulación negativa o en una subunidad inhibidora, promoviendo su degradación.  
Dentro de los sustratos de las caspasas efectoras podemos encontrar (para revisión ver 
Fischer, 2003): 
- Componentes del citoesqueleto nuclear (lamininas,etc) y citoplasmático (vicentina, 
fodrina, Gas2, etc). Su proteólis promueve los cambios morfológicos que se manifiestan 
en la apoptosis. 
-Las quinasas PAK (p21 Activated Kinase) y ROCK-1 (Rho-associated Kinase-1) que al 
ser proteolizadas se activan y promueven el “blebing” de la membrana.  
-Reguladores de la apoptosis como Bcl-2 y Bcl-XL, miembros anti-apoptóticos de la 
familia Bcl-2 que mediante su procesamiento son inactivados. 
- PARP (Poli-(ADP-Ribosa)-Polimerasa) es una enzima que interviene en la reparación del 
DNA interaccionando físicamente o añadiendo polímeros de ADP-ribosa a proteínas 
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inplicadas en replicación y transcripción del DNA (la propia PARP, topoisomerasa I y II, 
DNA polimerasa, histonas y DNA-ligasa-2). La caspasa-3 proteoliza e inactiva PARP 
impidiendo la reparación del DNA dañado, señalizando para apoptosis. 
- CAD (Caspase-Activated Deoxyribonuclease). Es una endonucleasa dependiente de 
Mg2+ que participa en la degradación del DNA. Se encuentra en el núcleo formando un 
complejo con su inhibidor y chaperona: ICAD. La caspasa-3 procesa ICAD dejando CAD 
libre y activo para degradar el DNA.  
 
 
2.2 PROTEÍNAS DE LA SUPERFAMILIA BCL-2  
 
Bcl-2 fue descrito inicialmente tras ser aislado de un linfoma en el cual, por 
translocación cromosómica, quedó bajo el control del promotor de la cadena pesada de 
las inmunoglobulinas. Su secuenciación lo identificó como homólogo de la proteína anti-
apoptótica CED-9 de C. elegants (Vaux, 1999). Los 21 miembros descritos de la familia 
Bcl-2 presentan al menos uno de los cuatro dominios conservados BH (Bcl-2 Homology); 
además algunos de ellos también posee un dominio transmembrana (TM) (Cory, 2002).  
Los miembros de la familia Bcl-2 regulan la apoptosis controlando la 
permeabilidad de la membrana mitocondrial. Según su efecto regulador inducen o 
previenen la apoptosis clasificándose en anti- o pro-apopotóticos (Shibue, 2006). 
 
2.2.1 Pro-apoptóticos:  
Bax, Bak. Estructuralmente se componen de los dominios BH1, BH2, BH3 pero 
carecen del BH4, que es donde se sitúa la capacidad anti-apoptótica de esta superfamilia de 
proteínas. Tras un estímulo apopotótico Bax, que se encuentra en el citosol, se transloca a la 
membrana mitocondrial donde se encuentra Bak. Se produce entonces la homodimerización 
de ambas proteínas que promueve cambios conformacionales que inducen la salida del 
citocromo-c bien formando canales iónicos en la membrana miotocondrial o interaccionando 
con componentes del PTP (Permeability Transition Pores), como las proteínas VDAC y 
ANT, provocando su apertura. 
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Dentro de los miembros pro-apoptóticos se encuentra la subfamilia de las 
denominadas proteínas “solo BH3” (Shibue, 2006) que excepto por el dominio BH3, no 
muestran homología con Bcl-2. Bad, Bim, Bik, Bid, Blk, Hrk, Noxa, Bnip3, Puma y 
Bmf. Tras la señal de muerte las proteínas “solo BH3” se unen y neutralizan a miembros 
anti-apoptóticos de la familia Bcl-2 como Bcl-2 y Bcl-XL que a su vez se encuentran 
inhibiendo a Bax y Bak.  
Bid participa en la apoptosis inducida por receptores de muerte. Mediante la 
acción de la caspasa-8 es proteolizado en el citoplasma originando una forma truncada 
(tBid) que se inserta en la membrana externa mitocondrial promoviendo la 






Fig. 4. Miembros pro-apoptótiocs de la familia Bcl-2. 
 
2.2.2 Anti-apoptóticos:  
Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w y Mcl-1. Poseen los cuatro dominios BH además del 
dominio TM que las orienta hacia el lado citosólico de las membranas del retículo 
endoplasmático, de la envoltura nuclear y de la membrana externa mitocondrial. Bcl-2 es 
una proteína integral de membrana mientras que Bcl-XL y Bcl-w se insertan en la 
membrana tras una señal citotóxica. Mcl-1 se localiza en la mitocondria y mediante 
splicing alternativo puede dar lugar a una isoforma pro-apoptótica Mcl-1S (Bae, 2000). 
La acción anti-apoptótica de estas proteínas la ejercen uniéndose y bloqueando a los 




Fig. 3. Miembros anti-apoptoticos de la familia Bcl-2. 
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Proteínas “solo BH3”
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3 VIAS DE SEÑALIZACION A APOPTOSIS 
 
Existen dos vías de activación de las caspasas; la intrínseca mediada por estrés 
celular y la extrínseca mediada por ligandos que se unen a receptores en la superficie 
celular. 
3.1 VIA INTRINSECA 
En respuesta a estrés celular (radiaciones ionizantes, drogas, falta de factores de 
crecimiento, daños en el DNA, etc) se produce la activación de proteínas citosólicas pro-
apoptóticas como Bax y Bak que provocan la liberación al citoplasma desde el espacio 
intermembrana mitocondrial de factores pro-apoptóticos y la pérdida del potencial de 
membrana (∆ψm). Entre los factores liberados al citoplasma se encuentran:  
- citocromo-c, que se une a Apaf-1 y junto a (d)ATP forma el apoptosoma donde 
se produce la activación de caspasa-9 (Shi, 2007). 
- Smac/DIABLO (Second Mitochondria-Derived Activator of Caspases/Direct 
IAP-Binding Protein with low pI), que se une y bloquea a las proteínas IAPs (Inhibitor of 
Apoptosis Proteins) impidiendo la inhibición que éstas ejercen sobre las caspasas (Riedl, 
2004). 
- AIF (Apoptotic Inductor Factor), es una endonucleasa que migra al núcleo y se 
une al DNA promoviendo su condensación y posterior degradación (Danial, 2004).  
 
Una vez activada, la caspasa-9 puede activar a caspasas efectoras de apoptosis 
como caspasa-3 y caspasa-7. Se ha descrito que caspasa-3 puede activar caspasa-9 


















3.2 VIA EXTRINSECA 
Los receptores de muerte (Fas, TNF-R1, TRAIL-R1/R2, DR3, DR6) pertenecen a 
la superfamilia de receptores de TNF (Tumor Necrosis Factor) que pueden estar 
implicados en proliferación, diferenciación y apoptosis, dependiendo del contexto celular. 
Los TNFR son proteínas de membrana ricas en Cys en su región extracelular que además, 
algunos miembros de esta superfamilia, contienen un dominio de muerte (DD) en su 
región intracelular (Boatright, 2003). Uno de los receptores TNF más estudiados es Fas; 
su ligando (FasL) es sintetizado como proteína transmembrana; a partir de esta proteína 
se puede generar una forma soluble por la acción de metaloproteasas (Schneider, 1998).  
Tras la estimulación del receptor de muerte Fas, se promueve la formación del 
DISC donde es activada la caspasa-8. Los tres componentes esenciales e indispensables 
del DISC son: Fas, FADD y pro-caspasa-8, aunque también puede contener otros 
cofactores o proteínas reguladoras como c-FLIP (FLICE-like inhibitory protein). 
Una vez formado el DISC se producen dos eventos proteolíticos que van a dar 
lugar a las subunidades catalíticas p20 y p10. En el primero la pro-caspasa-8 (p55) se 
auto-proteoliza dando lugar a dos fragmentos, p43/41 y p10, que permanecen unidas al 
DISC. Para el segundo procesamiento se requiere de otra molécula de pro-caspasa-8 que 
proteolice la subunidad p43/41 originando la subunidad p26, correspondiente al 
prodominio amino terminal, y la subunidad p18 que forma un heterodímero con la 
subunidad p10. El heterodímero formado se une a otro homólogo para formar el 
tetrámero que corresponde a caspasa-8 activa (Krueger, 2001) y promueve la activación 














































































































































Se han definido dos tipos celulares diferentes en los que la vía extrínseca se lleva 
a cabo mediante vías de señalización diferentes (Scaffidi, 1998; Tafani, 2006): 
- Células tipo I: tras la estimulación del receptor se genera gran cantidad de caspasa-8 
activa que es suficiente para activar la caspasa-3 y promover apoptosis. 
- Células tipo II: la cantidad de caspasa-8 activada que se genera es reducida y se requiere 
de la liberación de citocromo-c mitocondrial y la activación de caspasa-9 para inducir 
apoptosis. La caspasa-8 activa generada, corta a la proteína pro-apoptotica Bid que está 
en el citoplasma induciendo la salida al citoplasma del citocromo-c. Se forma entonces el 
apoptosoma y se activa la caspasa-9. Esta vía se puede inhibir por la acción de miembros 










Fig. 6. Vía extrínseca 
La vía extrínseca e intrínseca de apoptosis de células tipo II conectan entre sí por 
Bid; conexión que sirve como amplificación de la señal de apoptosis (Korsmeyer, 2000). 
 
La ocupación de Fas también puede llevar al reclutamiento a los dominios DD del 
receptor de la proteína DAXX (Death Associated Protein) y la proteína RIP1 (Receptor-
Interacting Protein Kinase 1). Ninguna de estas proteínas es esencial para la apoptosis 
inducida por Fas, pero se ha descrito que regulan la sensibilidad de la célula a apoptosis 
(Curtin, 2003). 
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DAXX recluta y activa ASK1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase 1) que a su vez 
puede activar JNK (c-jun N-terminal Kinase) y p38 (Tobiume, 2001). La activación de 
ASK1 puede inducir apoptosis en varios tipos celulares mediante la actívación de 
caspasas vía mitocondrial (Hatai, 2000), aunque también se ha descrito que la interacción 
DAXX-ASK1 puede inducir muerte celular independiente de caspasas y de la actividad 
quinasa de ASK1 (Curtin, 2003). 
RIP1 es una serín/treonín quinasa que en células T es capaz de inducir apoptosis 
indepedientemente de la activación de caspasa-8 (Holler, 2000). RIP1 puede interaccionar 
con RAIDD, que lleva a la activación de la caspasa-2 (Curtin, 2003; Tinel, 2004). 
Finalmente los receptores Fas activados son internalizados mediante endosomas y 
posteriormente se reciclan volviendo a su situación inicial en la membrana (Algeciras-
Schimnich, 2002). 
 
4 MOLECULAS REGULADORAS DE LAS DIFERENTES VIAS 
APOPTOTICAS 
La actividad de las caspasas está regulada por dos familias de proteínas: IAPs y c-
FLIP.  
4.1 IAPs (Inhibition of Apoptosis Protein) 
Son proteínas citoplasmáticas anti-apoptóticas que inhiben caspasas iniciadoras y 
efectoras. Fueron descritas en baculovirus y se han identificado 8 en mamíferos entre las 
que se encuentran XIAP (X-cromosome linked IAP), c-IAP-1 y c-IAP-2. Todas poseen al 
menos un dominio rico en Cys/His denominado BIR (Baculovirus IAP Repeat) mediante 




Fig. 6. Estructura de los miembros de la familia de proteínas IAPs. 
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XIAP, IAP-1 e IAP-2 inhiben directamente caspasa-3, caspasa-7 y caspasa-9. 
Poseen tres dominios BIR y un dominio RING (Really Interesting New Gene) con 
actividad E3-ubiquitín-ligasa que sensibiliza a las propias IAPs y a las caspasas a las que 
se unen, a su degradación vía proteasoma. XIAP, IAP-1 e IAP-2 son inhibidas por 
proteínas mitocondriales como Smac/DIABLO y HtrA2 (Heat shock-induced serine 
protease-2) o por la proteína nuclear XAF1 (XIAP-Associated Factor 1) cuando se 
encuentran en el citoplasma (Byun, 2003; Holcik, 2001). 
 
Entre los dominios BIR y RING, IAP-1 e IAP-2 tienen el dominio CARD que les 
permite interaccionar con otras proteínas que posean ese dominio (Riedl, 2004).  
 
4.2  c-FLIP (cellular FLICE/caspasa-8 Inhibitory Protein) 
 c-FLIP, identificada como proteína viral, interviene en la regulación de la 
apoptosis mediada por receptores de muerte. Se expresa mayoritariamente de dos formas 
diferentes como consecuencia de splicing alternativo: c-FLIPS (short), formada únicamente 
por dos dominios DED y c-FLIPL (long) que además de los dominios DED en el extremo 
amino terminal, tiene en su extremo carboxilo terminal un dominio homólogo al catalítico 
de caspasa-8 pero sin actividad enzimática. Recientemente se ha identificado una tercera 





Fig. 7. Isoformas de c-FLIP. 
La expresión de c-FLIP está regulada por NF-κB (Kreuz, 2001; Micheau, 2001), la 
vía MAPK/ERK (Yeh, 1998; Panka, 2001) y Akt (Panka, 2001;Uriarte, 2005; Suhara, 2001; 
Nam, 2003; Kondo, 2005). Ensayos realizados con el inhibidor de la síntesis de proteínas, 
cicloheximida, reflejan que tanto c-FLIPL como c-FLIPS tienen una vida media muy corta. 
Las dos isoformas son degradadas vía proteasoma, sin embargo diferencias estructurales en 








respecto a c-FLIPL. Es por eso que c-FLIPS es degradado más rápidamente que c-FLIPL y 
presenta una vida media inferior (Chanvorachote, 2005; Poukkula, 2005). 
Mecanismos de acción de c-FLIP 
Las dos formas de c-FLIP pueden ser reclutadas al DISC mediante sus dominios 
DED interaccionando con FADD y compitiendo con pro-caspasa-8. 
El papel anti-apoptótico de c-FLIPS está bien establecido tanto mediante ensayos 
de sobreexpresión (Kirchhoff, 2000; Krueger, 2001; Nam, 2003) así como mediante la 
inhibición de su expresión utilizando RNAs de interferencia (Wilson, 2007).  
 
Respecto al papel de c-FLIPL existe cierta controversia ya que se le han atribuido 
tanto funciones pro- como anti-apoptóticas. Estudios realizados en ratones deficientes en 
c-FLIPL y en líneas celulares que lo expresan establemente apoyan la función anti-
apoptótica de c-FLIPL (Irmler, 1997; Yeh, 1998).  
Micheau propone un mecanismo en el que, a diferencia de c-FLIPS que inhibe los 
dos procesos proteolíticos de activación de caspasa-8, c-FLIPL permite el primer 
procesamiento en el que la pro-caspasa-8 (p55) origina los fragmentos p43/41 y p10 de 
caspasa-8 en el DISC. Sin embargo, c-FLIPL bloquea el procesamiento posterior que 
genera p18 previniéndose así la activación de caspasa-8 y la inducción de apoptosis. El 
heterodímero formado por pro-caspasa-8 y c-FLIPL se mantiene en la membrana 
plasmática; la pro-caspasa-8 es parcialmente activada y actúa sobre sustratos localizados 
en la proximidad del DISC (Micheau, 2002).  
Krueger y Chang, expresando de forma ectópica c-FLIPL, han propuesto que c-
FLIPL puede actuar como inhibidor de la activación de la caspasa-8 o como activador de 
la vía dependiendo de los niveles de expresión de esta proteína (Krueger, 2001; Chang, 
2002). Sin embargo, los estudios llevados a cabo utilizando RNAs de interferencia, que 
producen una bajada de los niveles endógenos de c-FLIPL, coinciden en señalar un papel 





5 VÍAS DE SUPERVIVENCIA  
 
El papel principal de las vías de supervivencia es inhibir la función de las proteínas 
pro-apoptóticas y activar la función de las anti-apoptóticas. 
 
5.1 VIA DE LA PI3K/Akt 
 
La vía de supervivencia más estudiada es la de PI3K/Akt. La activación de la PI3K 
(Phosphoinositide 3-Kinase) por distintas señales de supervivencia conlleva la producción 
del segundo mensajero fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) que recluta a la membrana 
plasmática proteínas con dominio PH (Pleckstrin Homology domain) como PDK-1 (3-
phosphoinositide-dependent kinase-1), AKT/PKB (Protein Kinase B), PKC (Protein Kinase 
C) y las fosfatasas SHIP (Src homology 2-containing-inositol 5´phosphatase) y PTEN 
(Phosphatase and tensis homolog deleted in chromosome ten) que regulan negativamente la 
vía defosforilando los fosfatidil-inositoles.  
 
AKT es una serín/treonín quinasa que, en su forma inactiva, se encuentra en el 
citoplasma. Tras ser reclutada a membrana (Milburn, 2003) es activada por fosforilación 
mediada por las proteínas quinasas PDK1 (Thr308) y PDK2 (Ser 473).  
 
Existe abundante bibliografía que aporta datos sobre el papel inhibidor de apoptosis 
de Akt, tanto en la apoptosis mediada por la vía intrínseca como por la extrínseca. 
 
En el caso de la vía intrínseca, las principales dianas de Akt son (Song, 2005): 
- Bad; su fosforilación por Akt en Ser 136 la transforma en diana de las proteínas 14-3-3 
que la mantienen en el citoplasma e impiden su interacción con otros miembros pro-
apoptóticos como Bcl-2 o Bcl-XL (Datta, 1997; del Peso, 1997). 
- Caspasa-9: Su fosforilación por Akt bloquea su procesamiento y activación (Cardone, 
1998) inducido por otras señales. 
- Factores de transcripción Forkhead. Factores implicados en aumentar la expresión de 
proteínas apoptóticas como Bim. La fosforilación por Akt los hace diana de las proteínas 
14-3-3 que los retienen en el citoplasma, impidiendo su translocación al núcleo y su 
función pro-apoptótica (Brunet, 1999). 
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- La proteína quinasa IκK-α (Iκβ Kinase alpha). Akt activa IκK-α por fosforilación en 
Thr23. Una vez activada IκK-α fosforila a Iκβ, inhibidor del factor NFκB que es 
considerado tras Akt, el factor más importante de supervivencia. La fosforilación de Iκβ 
lo marca para su ubiquitinación y posterior degradación vía proteasoma. Una vez 
degradado el inhibidor Iκβ, NFκB se transloca al núcleo donde induce la expresión de 
proteínas anti-apoptóticas como PTEN (fosfatasa que hidroliza PIP3) (Oces, 1999). 
 
Akt también juega un papel protector frente la apoptosís vía extrínseca. Es capaz de 
regular positivamente los niveles de expresión de Fas (Ivanov, 2002) y c-FLIP (Panka, 
2001; Uriarte, 2005) y negativamente los de FasL (Uriarte, 2005) así como de fosforilar y 
estabilizar a XIAP que inhibe a las caspasas -3, -7 y -9 (Dan, 2004). Akt inhibe también la 
apoptosis que media tBid, disminuyendo la homodimerización de Bax y Bak que promueve 
la liberación de citocromo-c (Majewski, 2004).  
 
 
5.2 VIA DE LAS MAPKs. 
 
Algunas de las la vías de las MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) también se 
ha implicado en la supervivencia de diferentes líneas celulares. Las MAPK son serín/treonín 
quinasas que se activan, en respuesta a diferentes estímulos extracelulares y procesos 
internos, mediante fosforilaciones en cascada (Johnson, 2002).  
La familia de las MAPK está formada por cinco subfamilias, cada una compuesta por 
tres proteín quinasas. Tres subfamilias han sido las más estudiadas: ERK1/2 (Extracellular 
Signal-related Kinases), p38 y SAPK/JNK (Stress-Activated Protein Kinase/c-Jun N-












































Existen mecanismos que garantizan la especificidad en la respuesta de las distintas 
MAPKs. Las señales de supervivencia celular activan principalmente la vía de la MAPK: 
ERK1/2. Las quinasas que componen esta vía son: Raf (MAPKKK) que activa a MEK1/2 
(MAPKK) que a su vez fosforila y activa a ERK1/2 (MAPK). 
 
ERK 1/2 activada ejerce su función fosforilando en Ser y Thr sustratos tanto en el 
citoplasma como en el núcleo donde se transloca. 
 
Mecanismos mediante los que ERK 1/2 inhibe la apoptosis vía intrínseca: 
- Fosforilación de la quinasa RSK (p90 Ribosomal S6 kinase) en el citoplasma que 
produce su activación. RSK fosforila en la Ser 112 al factor pro-apoptótico Bad lo que 
inhibe su función (Bonni, 1999). 
- Fosforilación de miembros de la familia Bcl-2 como Bim (proteínas “solo BH3” pro-
apoptótica) que en su estado fosforilado es inactivo (Harada, 2004); y Bcl-2 (anti-
apoptótico) que al ser fosforilado se estabiliza (Breitschopf, 2000). 
- En el núcleo regula la transcripción de varios genes anti-apoptóticos como Bcl-2, Bcl-
XL y Mcl-1 (Boucher, 2000).  
 
En el caso de la apoptosis extrínseca se ha descrito que, en células T, ERK1/2 activa 
aumenta los niveles de c-FLIP (Yeh, 1998; Panka, 2001; Wang, 2002), disminuyendo la 
apoptosis inducida por Fas. 
 
5.3 VIA DE LA JNK  
 
 JNK puede promover o inhibir la apoptosis dependiendo del tipo celular, el estímulo 
implicado y la duración de su activación. Se ha descrito que las primeras etapas de 
activación de JNK pueden mediar supervivencia mientras que la activación sostenida puede 
mediar la muerte celular (Weston, 2007).  
 
JNK puede activar la vía apoptótica intrínseca fosforilando miembros de la familia 
Bcl-2, activando pro-apoptóticos como Bax, Bid, Bmf; e inactivando anti-apoptóticos como 
Bcl-2, Bcl-XL, y Mcl-1. También puede fosforilar e inactivar a las proteínas 14-3-3 
permitiendo la liberación de miembros pro-apoptóticos (Weston, 2007). 
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JNK también es capaz de regular la vía extrínseca promoviendo la degradación de c-
FLIPL. JNK fosforila y activa a Itch, que es una E3 ubiquitin ligasa que ubiquitina c-FLIPL 
señalizándolo a degradación vía proteasoma (Chang, 2006). JNK además puede regular la 
expresión de FasL (Zhang, 2000).  
 
5.4 VIA DE LA p38 
 
p38 tiene un papel bien establecido en inflamación. Sin embargo, en apoptosis el papel 
de p38 parece depender del tipo celular, el estímulo y la isoforma de p38 que actúe. Se ha 
descrito que la isoforma p38-α induce apoptosis mientras que la isoforma p38- β la inhibe 
(Nemoto, 1998). 
La inducción de apoptosis por p38 puede realizarse a través de la vía intrínseca 
mediante fosforilación de Bcl-2 (produciendo su inhibición) o mediante la regulación de la 
expresión y translocación de Bax (Porras, 2004). 
p38 promueve también apoptosis regulando la vía extrínseca. p38 es capaz de 
regular la expresión de Fas (Porras, 2004) y FasL (Hsu, 1999; Zhang, 2000) así como la 
presencia de c-FLIPS en el DISC (Tourian, 2004). 
 
5.5 VIA DE LAS JAK/STATS  
 
 JAK (Janus Activated Kinase) es un receptor transmembrana con actividad Tyr 
quinasa. Su estimulación mediante citoquinas, factores de crecimiento u hormonas provoca 
su dimerización y transactivación mediante fosforilaciones en residuos de Tyr. Una vez 
activado, JAK recluta y fosforila en residuos de Tyr a las proteínas STAT (Signal 
Transducer and Activator of Transcription family of transcription factor). Las proteínas 
STAT fosforiladas dimerizan y se translocan al núcleo donde inducen la transcripción de 
genes implicados en crecimiento, diferenciación, supervivencia y desarrollo celular. En el 
núcleo las proteínas STAT son defosforiladas y exportadas al citoplasma donde son 
degradadas. 
 





Se ha descrito que STAT-1 es capaz de inducir la expresión de genes pro-apoptóticos 
como Fas, FasL o de algunas caspasas. También puede inducir apoptosis mediante la 
asociación e inhibición a NF-kB (Battle, 2002). 
STAT-3 y STAT-5, a diferencia de STAT-1, inhiben la apoptosis induciendo la 
expresión del factor anti-apoptótico Bcl-XL. STAT-3 además inhibe la expresión de Fas y 






























Los objetivos específicos de esta Tesis Doctoral han sido: 
 
• Estudio de la sensibilización a apoptosis mediada por Fas por deprivación de suero 
en células tumorales resistentes. 
 
• Identificación de distintos mecanismos empleados por el suero en la protección de 
apoptosis mediada por Fas en las líneas celulares HeLa, BxPC3 y AsPC1. 
 
• Estudio de la implicación de la proteína quinasa Akt en la resistencia a apoptosis en 



































• anti-Akt1/2      Santa Cruz Biotechnology 
• anti-pAkt (Ser473)    Cell Signalling  
• anti-pBad (Ser 136)    Cell Signalling 
• anti-Bcl-xL     Santa Cruz Biotechnology 
• anti-Bcl-2     Santa Cruz Biotechnology 
• anti-Cleaved caspase-8 (Asp391)  Cell Signalling 
• anti-Cleaved caspase-9 (Asp315)  Cell Signalling 
• anti-ERK 2     Santa Cruz Biotechnology 
• anti-pERK 1/2     Cell Signalling 
• anti-FADD     BD Biosciences 
• anti-Fas (IgG)     BD Biosciences 
• anti-Fas (IgM, CH11)   MBL 
• anti-FLIP     Alexis Biochemicals 
• anti-pGSK3ß (Ser9)    Cell Signalling 
• anti-c-IAP1/2     BD Biosciences 
• anti-pJNK     Cell Signalling 
• anti-c-Myc (N-262)    Santa Cruz Biotechnology 
• anti-pp38     Cell Signalling 
• anti-pRaf (Ser259)    Cell Signalling 
• anti-RIP     Abcam 
• anti-XIAP     BD Biosciences 
 
Secundarios acoplados a HRP: 
• anti-IgG de conejo    Cell Signalling, 
Nordic I.Laboratories 
• anti-IgG de ratón    Alexis 
       Nordic I. Laboratorios 
Secundarios acoplados a Fluoróforo: 
• anti-IgG de conejo-FITC   Sigma-Aldrich 
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1.2 Cultivos Celulares: 
• RPMI 1640     Gibco 
• DEMEM     Gibco 
• HEPES      Sigma 
• FBS (Suero Fetal Bovino)   Life Technologies 
• L-glutamina     Bio-Whittaker 
• Gentamicina     Laboratorio Normon 
• 0,5% Tripsina-EDTA    Gibco 
• EDTA 0,5M pH 8    Merck 
 
1.3 Transfección celular: 
• CalPhos Mammalian transfection Kit BD Biosciences 
Solución de calcio 2 M 




• Set Fas Ligando    Sigma 
• Inhibidor de MEK (UO126)   Tocris 
• Inhibidor de PI3K (LY294002)  Tocris 
• Inhibidor de caspasa-8 (Z-IETD-FMK) Calbiochem 
• Cicloheximida    Sigma-Aldrich 
• IGF-1       Peprotech® 
 
1.5 Ciclo Celular: 
• RNAsa A     Roche 
• Yoduro de Propidio    Sigma-Aldrich 
• Etanol      Merck 
 
1.6 Medida de concentración de proteínas: 




1.7 Otro material utilizado: 
• Acrilamida-Bisacrilamida (37,5:1)  Bio-Rad 
• SDS      Bio-Rad 
• Persulfato amónico    Bio-Rad 
• Temed      Sigma-Aldrich 
• Marcadores proteína preteñidos  Invitrogen 
• Igepal (NP-40)    Sigma-Aldrich 
• ß-Mercaptoetanol    Merck 
• DTT      Sigma-Aldrich 
• BioTraceTMPVDF    Pall Corporation 
• Metanol     Merck 
• Rojo Ponceau     Carlo Ebra 
• Tween 20     Sigma-Aldrich 
• BSA      Sigma-Aldrich 
• Leche semidesnatada en polvo  La Asturiana 
• Azul de bromofenol    Bio-Rad 
• X-Ray FILM/medical   Konica Minolta 
 
1.8 Tampones y soluciones:  
• Tampón de lisis celular para inmunodetección de proteínas por Western blot: 
HEPES pH 7,5 50 mM, NaCl 150 mM, Glicerol 10%, NP40 1%, ß–Glicerofosfato 50 
mM, Ortovanadato 1 mM, Ac. Okadaico 3 nM y 1 tableta/50 ml mezcla de 
inhibidores (Roche). 
• Tampón de carga SDS (Laemmli)* Tris-HCl 250 mM pH 6,8, Glicerol 8%, SDS 4%, 
azul bromofenol 0,01% y DTT 200 mM. 
• Tampón de extracción de DNA: Na2HPO4 0.2 M, Ac. Cítrico 4 mM. 
• TBS*: Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM. 
• TTBS: TBS, Tween-20 0,1%. 
• PBS 1x*: Na2HPO4. 7H2O 43 mM, KH2PO4 1,4 M, NaCl 137 mM, KCl 27 mM. 
 
(*)-Estos medios, junto con los medios de cultivo han sido suministrados por el servicio 





2.1  Cultivos celulares. 
 
Para la preparación de los medios de cultivos, el suero fetal bovino (FBS) es 
descomplementado previamente mediante una incubación de 30 min a 50ºC. 
 
• Células Jurkat 
Línea linfoide humana derivada de una leucemia aguda de linfocitos T. Se mantiene a 
97% de humedad relativa, 37ºC y 5% CO2 a una densidad celular de 0,1-0,5 x106 
células/ml. El medio de cultivo utilizado es RPMI suplementado con 10% FBS 
descomplementado, 2 mM L- glutamina y 50µg/ml gentamicina. El pase celular se 
realiza dos veces por semana; tras centrifugar las células a 1000 r.p.m. durante 5min 
se retira el medio anterior y se renueva por medio RPMI 10% FBS completo. 
 
• Células HeLa 
Células adherentes originarias de carcinoma epitelial de cervix humano. Se 
mantienen en medio DEMEM-HEPES 20 mM pH 7,5 (DMEM-HEPES), 
suplementado con 5% FBS descomplementado, 2 mM L-glutamina y 100 µg/ml 
gentamicina a una temperatura de 37ºC, 97% de humedad relativa y 5% CO2. El pase 
celular se realiza tres veces por semana en un ratio 1:3. 
 
 
• Células AsPC1 
Células adherentes originarias de adenocarcinoma pancreático humano. Se mantienen 
en medio RPMI con 10% suero (FBS) descomplementado, 1 mM piruvato sódico, 2 
mM L-glutamina y 100 µg/ml gentamicina a 97% de humedad relativa, una 







• Células BxPC3 
Células adherentes originarias de adenocarcinoma pancreático humano. Se mantienen 
en medio RPMI con 10% FBS descomplementado, 1 mM piruvato sódico, 2 mM L-
Glutamina y 100 µg/ml gentamicina a 97% de humedad relativa, una temperatura de 
37ªC y 5% CO2. El pase celular se realiza tres veces por semana en un ratio 1:3. 
 
Las células adherentes: HeLa, AsPC1 y BxPC3 se mantienen en placas de 100 
mm de diámetro (p100). El pase celular es tres veces por semana en un ratio de 1:3. 
Para ello, tras retirar el medio y lavar con PBS, la células se levantan añadiendo 1ml 
de tripsina-EDTA e incubándolas 1 min a 37ºC. Tras la incubación, las células se 
resuspenden en 2-3ml de medio completo (DMEM-HEPES 5%FBS o RPMI 10% 




• pCDNA3  
De la casa comercial Invitrogen. Es un plásmido bajo el control del promotor CMV 
que se utiliza como vector control. 
• PBB14 -EGFP  
Cedido por el Dr. Banfield, codifica la proteína de fusión Us9-EGFP bajo el control 
del promotor CMV. El dominio Us9 corresponde a una proteína de membrana tipo II 
que se encuentra en la envuelta de los pseudorabies virus (PRV), de la subfamilia de 
los alpha-herpesvirus. En células infectadas o transfectadas con este plásmido el 
motivo EGFP se localiza en el exterior de la célula o en el lumen del aparato de Golgi 
al que llega mediante endocitosis de la membrana plasmática. Al mantenerse unida a 
membrana esta proteína de fusión, no se pierde al fijar y permeabilizar las células. Se 
utiliza como gen control en las transfecciones celulares. 
• SFFV-Bcl-2  






• Myr-HA-Akt  
Cedido por el Dr. J. Renart, codifica la proteína HA-Akt miristoilada en su extremo 
N- terminal. Esta modificación ancla a la proteína en la membrana plasmática donde 
es fosforilada y activada por la PDK 1/2 (3-Phosphoinositide-dependent kinase 1/2). 
 
2.3 Transfección con Fosfato Cálcico. 
 
La transfección con fosfato cálcico consiste en la formación de precipitados 
insolubles que contienen el DNA que se desea transfectar, que son endocitados por las 
células. Las soluciones utilizadas para la transfección así como el protocolo seguido se 
obtuvieron del Kit de BD Biosciences: CalPhos Mammalian transfection. 
 
Para la transfección de las líneas celulares Hela, AsPC1 y BxPC3, el día anterior se 
preparan 1,6x106 células en medio completo (DMEM-HEPES 5% FBS ó RPMI 10% FBS) 
por placa de 100 mm de diámetro (p100) encontrándose en crecimiento exponencial en el 
momento de la transfección. Para realizar la transfección y tras renovar el medio completo a 
las células, se prepara dos soluciones. 
Solución 1: 
Compuesta por 0,25 M Calcio y 14 µg DNA/p100 (4µg corresponden al vector reportero 
PBB14-GFP) en agua. 
Solución 2 
Compuesta por el mismo volumen que la solución 1 de HBS 2X. 
 
Gota a gota y sobre el vortex se vierte la solución 1 sobre la solución 2 y se incuba 20 
min a temperatura ambiente. Trascurrido este tiempo, los precipitados formados se añaden 
gota a gota sobre las células. Dieciséis horas después de la transfección se cambia el medio 
de cultivo que contiene los precipitados de fosfato cálcico por medio completo (DMEM-








2.4 Estimulación celular 
 
 El día previo a la estimulación celular se preparan 5x105 células por placa de 60 mm 
de diámetro (p60) en su correspondiente medio completo. Tras 24 h en cultivo la 
estimulación se realiza en tres condiciones distintas: bien añadiendo el estímulo sobre el 
medio completo (5-10% FBS), realizándose un lavado con PBS para retirar el suero del 
cultivo antes de añadir el medio sin suero a la vez que el estímulo (0%); o bien manteniendo 
las células en cultivo, tras un lavado con PBS, con medio sin suero durante otras 24 h antes 
de añadir el estímulo (24h-S). 
 
La estimulación de células transfectadas se realiza transcurridas 48 h desde la 


















La adición de los s inhibidores LY o UO a los cultivos celulares se realiza 30 min 
antes de añadir el CH11; la preincubación con IGF-1 es de 10 min. La cicloheximida se 
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2.5 Citometría de flujo 
 
2.5.1 Análisis de la apoptosis celular  
Después de los tratamientos las células Jurkat, que crecen en suspensión, se 
centrifugan a 1000 r.p.m. durante 5 min y se lavan con PBS frío. Las Células HeLa, 
AsPC1 y BxPC3, que son adherentes, tras recoger el medio para no desechar ninguna 
célula no adherida, se levantan pipeteando con PBS-EDTA 5 mM. La suspensión celular 
se centrifuga 5 min a 1000 r.p.m. y se lava con PBS frio. Para fijar y permeabilizar las 
células se resuspenden en 70% de etanol, que se añade gota a gota y agitando 
suavemente, y se incuban durante 5 min a 4ºC. Transcurrida la incubación, para eliminar 
completamente el etanol se lavan con PBS. Posteriormente las células se tratan con 
tampón fosfato-citrato (descrito en materiales) durante 10 min a 37ºC para favorecer la 
eliminación de los fragmentos más pequeños de DNA. Por último, las células se 
resuspenden en PBS con 100 µg/ml de RNAsa A y se incuban durante 20 min a 
temperatura ambiente para eliminar restos de RNA. Una vez fijadas y permeabilizadas 
las células, se marca el DNA añadiendo 40 µg/ml de yoduro de propidio. El análisis se 
realiza utilizando el citómetro de flujo FACSCan (Becton Dickinson Co.) que recoge la 
señal fluorescente del yoduro de propidio con un máximo de emisión a 575 nm, en la 
zona roja del espectro. Los porcentajes de células en apoptosis se calculan utilizando el 
programa WinMDI 2.8.  
Para determinar la apoptosis de las células transfectadas se sigue el mismo protocolo 
de preparación de las muestras. En el análisis del ciclo celular mediante el citómetro de 
flujo se selecciona en primer lugar la población celular que expresa el vector reportero 
PBB14-GFP con un máximo de emisión a 509 nm, en la zona verde del espectro. Sobre 
la población seleccionada se realiza el análisis midiendo la fluorescencia del yoduro de 
propidio. 
 
2.5.2 Análisis de expresión en superficie de Fas. 
Las células se recogen en PBS-EDTA 5 mM y después de un lavado con PBS frío se 
resuspenden y se incuban 30 min a temperatura ambiente en la solución de bloqueo PBS 
5% BSA. Tras separar una muestra para utilizarla como control de fluorescencia del 
anticuerpo secundario, el resto de muestra se incuba con 1 µg/100 µl del anticuerpo anti-
Fas (IgG) a temperatura ambiente durante 30 min. Transcurrido ese tiempo las células se 
lavan dos veces con PBS y se incuban, incluyendo la muestra control, con el anticuerpo 
 52
secundario anti IgG de conejo acoplado al fluorocromo fluoresceína (FITC) con un 
máximo de emisión 520 nm, en la zona verde del espectro. Tras 30 min de incubación las 
células se lavan con PBS dos veces y se mide la fluorescencia adquirida en el citómetro 
de flujo FACSCan. El porcentaje de células que expresan Fas se determina con el 
programa WinMDI 2.8. 
 
2.6 Preparación de lisados e inmunodetección en membrana de PVDF (Western blot) 
 
 La lisis celular se realiza sobre la placa de cultivo. Las células, mantenidas en las 
placas de cultivo, se lavan con PBS frío y tras eliminar muy bien todo el PBS se congelan 
rápidamente a -80ºC. Sobre la placa, aún congelada, se añade el tampón de lisis (descrito en 
materiales, apartado 10) y a la vez que se van descongelando se despegan todas las células 
con un rascador. La suspensión celular se pasa a un eppendorf y se incuba a 0ºC durante 20 
min; posteriormente se centrifugan durante 20 min a 14000 r.p.m. a 4ºC. El extracto celular 
correspondiente a la fracción soluble se recoge y se cuantifica la concentración de proteína 
mediante el método Bradford. Treinta microgramos de extracto proteico se someten a 
electroforesis en geles SDS-PAGE (8%-12%) en condiciones desnaturalizantes. 
Posteriormente las proteínas se transfieren a una membrana de PVDF y se bloquean con 
TTBS 5% leche semidesnatada en polvo. La incubación con los anticuerpos primarios se 
realiza en TTBS 0,1% con 1% leche semidesnatada durante 1 h a temperatura ambiente o 
durante toda la noche a 4ºC. El exceso de anticuerpo se retira mediante 3 lavados de 10 min 
con TTBS. La unión del anticuerpo primario al antígeno se detecta mediante la incubación 
de la membrana con el anticuerpo secundario correspondiente, preparado en TTBS 1% leche 
semidesnatada, durante 1 h a temperatura ambiente. Tras la retirada del exceso de anticuerpo 
secundario mediante 3 lavados con TTBS y uno final con TBS.  
 
Las membranas una vez incubadas en el anticuerpo secundario acoplado a la enzima 
peroxidasa y tras ser lavadas son reveladas mediante quimioluminiscencia (ECL- 




































1. La deprivación de suero sensibiliza a células HeLa a la apoptosis inducida por Fas. 
 
La estimulación de los receptores Fas, pertenecientes a la superfamilia de receptores 
de muerte TNF, mediante su ligando (FasL) o anticuerpos agonísticos, induce apoptosis en 
determinados tipos celulares. Para la transducción de la señal apoptótica es necesaria la 
trimerización del receptor que permite el agrupamiento intracelular de los dominios de 
muerte de los receptores y la formación del DISC. El anticuerpo anti-Fas de isotipo IgG no 
induce apoptosis ya que por sí mismo no produce la trimerización del receptor. Sin embargo, 
el anticuerpo anti-Fas de isotipo IgM (CH11) sí que promueve la trimerización de Fas y la 
inducción de apoptosis. 
 
En células HeLa mantenidas en medio con 5% suero la estimulación con anticuerpos 
anti-Fas del isotipo IgG o IgM (CH11) no induce apoptosis. Sin embargo, las células Jurkat 
en presencia de 10% suero en el medio, presentan apoptosis cuando son estimuladas con el 
anticuerpo CH11  (Fig. 1A, 1B).  










Fig. 1. Análisis de la apoptosis inducida tras la estimulación con anticuerpos anti-Fas en células 
Jurkat y HeLa. (A) Células Jurkat mantenidas en medio con 10% suero o células HeLa en medio 
con 5% suero se estimularon con anti-Fas (IgG o IgM (CH11) (400 ng/ml) durante 15 h. El análisis 
del ciclo celular se realizó mediante citometría de flujo. La figura muestra un experimento 
representativo. (B) Cuantificación de la apoptosis obtenida en células Jurkat mantenidas en medio 
con 10% suero o células HeLa en medio con 5% suero tras ser o no estimuladas durante 15 h con el 













































































Por el contrario la deprivación de suero de células HeLa durante 24 h produce una 
sensibilización a apoptosis mediada por Fas. Así tras el ayuno de suero durante 24 h, células 
HeLa estimuladas con el anticuerpo CH11 o con FasL-FLAG junto al anticuerpo anti-FLAG, 
que permite la oligomerización de Fas, mueren por apoptosis. La estimulación con el 
anticuerpo anti-Fas del isotipo IgG o FasL-FLAG sin el anti-FLAG no induce apoptosis 
(Fig. 2). Estos resultados indican la especificidad de la apoptosis obtenida mediante la 













Fig. 2. Sensibilización del ayuno de suero de células HeLa a apoptosis inducida por Fas. Células 
HeLa ayunadas de suero durante 24 h se estimularon durante 15 h con: Anti-Fas (IgG, 400 ng/ml), 
CH11 (400 ng/ml), FasL-FLAG (200 ng/ml) o FasL-FLAG (200 ng/ml) + anti-FLAG (1 µg/ml). El 
porcentaje de células apoptóticas se determinó mediante citometría de flujo. La gráfica muestra la 




Para establecer la capacidad de sensibilización a apoptosis mediada por Fas que 
posee el ayuno de suero, las células HeLa se estimularon o no con CH11 durante 15 h en 
condiciones de 5% suero en el medio (5%S), simultáneamente al ayuno (0%) o tras 24 de 
ayuno (24h-S). De las tres condiciones probadas únicamente CH11 induce apoptosis de 















































Fig. 3. Capacidad sensibilizadora del ayuno de suero en células HeLa a apoptosis inducida por 
CH11. (A) Células HeLa se estimularon con CH11 (400 ng/ml) en medio con 5% suero (5%S), 
simultáneamente al ayuno (0%) o tras un ayuno de 24 h (24h-S) durante 15 h. El porcentaje de 
células apoptóticas se determinó mediante citometría de flujo. La figura muestra un experimento 
representativo. (B) Representación de la apoptosis obtenida tras la estimulación de las células HeLa. 
La gráfica muestra la media ± SD de cuatro experimentos. 
 
 
Al incrementar la concentración de CH11 también se incrementa la inducción de 
apoptosis mediada por Fas en células HeLa ayunadas de suero (Fig. 4). Teniendo en cuenta 
los porcentajes de apoptosis obtenidos, se escogió la concentración de 0,4 µg/ml de CH11 









Fig. 4. La apoptosis dependiente de ayuno inducida por Fas en células HeLa es dependiente de 
la concentración de estímulo. Células HeLa ayunadas de suero durante 24 h se estimularon con 
diferentes concentraciones de CH11 (0,1-1 µg/ml). Quince horas después se calculó el porcentaje de 




































































Para comprobar si la sensibilización a apoptosis producida por la deprivación de 
suero pudiera deberse al aumento del número de receptores Fas en superficie, se determinó 
la expresión de estos receptores mediante citometría de flujo en células HeLa mantenidas en 
presencia o ausencia de 5% suero. Los datos obtenidos muestran que, independientemente de 
la ausencia o presencia suero en el medio, las células HeLa mantienen el mismo elevado 








Fig. 5. La deprivación de suero no varía la expresión de receptores Fas en la superficie de 
células HeLa. Células HeLa mantenidas en medio con 5% suero (5%S) o ayunadas durante 24 h 
(24h-S) se estimularon con CH11 (400 ng/ml) durante 15 h. La expresión de receptores Fas en 
superficie se determinó mediante citometría de flujo utilizando el anticuerpo anti-Fas (Isotipo IgG) 




2. La deprivación de suero produce una disminución en los niveles de pAkt, pERK 1/2 
y c-FLIPS. 
 
Para determinar si la deprivación de suero regula la expresión de proteínas 
implicadas en apoptosis, células HeLa se sometieron durante varios intervalos de tiempo a 
ayuno de suero. Se analizaron mediante western blot los niveles de c-FLIP (FLICE-
Inhibitory protein) tanto la forma S como la L, y de FADD (Fas-associated death protein). 
Ambas proteínas forman junto a la pro-caspasa-8 y tras la activación del receptor Fas, el 
DISC (Death-inducing Signalling Complex). También se estudiaron los niveles de las 
proteínas pertenecientes a la familia de proteínas Bcl-2: BclXL, Bad (apoptóticas) y Bcl-2 
(anti-apoptótica), así como c-Myc (factor de transcripción implicado en proliferación y 







NF-κB) y las proteínas IAPs (Inhibitor of apoptosis) y XIAP que interaccionan e inhiben la 
actividad de varias caspasas. 
Así mismo se determinó como afectaba la deprivación de suero a la actividad de 
diferentes quinasas implicadas en supervivencia. Para ello se analizó, mediante western blot, 
el estado de fosforilación, y con ello la actividad, de Akt, ERK 1/2, Raf, JNK y p38.  
 
De todas las proteínas estudiadas, la deprivación de suero sólo produce descensos 
significativos en los niveles de c-FLIPS y en el estado de fosforilación de ERK 1/2 y Akt 
(Fig. 6). En correlación con el descenso de Akt activada, tras el ayuno de suero, también 




















Fig. 6. La deprivación de suero en células HeLa produce una disminución en los niveles de c-
FLIPS, pAkt y pERK 1/2. Células HeLa se ayunaron de suero durante los tiempos indicados y 30-40 
µg de los lisados totales se analizaron mediante western blot con los anticuerpos indicados. Se 






























Tiempo -S (h):     0           24          31         0
Tiempo -S (h):     0           10          18         32
Tiempo -S (h):     0           24          37         0
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3. La actividad de Akt protege a las células HeLa de apoptosis. 
 
Para investigar si el descenso de la fosforilación de ERK 1/2 y Akt que se observa en 
el ayuno de suero median la sensibilización de las células HeLa, analizamos en presencia o 
ausencia de 5% suero el efecto de inhibidores de estas dos vías: UO126 (UO), inhibidor de 
MEK 1, y LY294002 (LY), inhibidor de PI3K, en la inducción de apoptosis por estimulación 
con CH11. La inhibición de la vía de ERK 1/2 con UO (10 µM) produce un ligero 
incremento en la apoptosis mediada por Fas tanto en presencia o ausencia de 5% suero en el 
medio. Sin embargo, al utilizar LY a una concentración de 20 µM, que bloquea 
completamente la vía de Akt (Fig. 8B), se induce un alto porcentaje de células apoptóticas 













Fig. 7. La inhibición de la actividad Akt induce apoptosis en células HeLa independientemente 
de la presencia de suero en el medio. Células HeLa mantenidas en medio con 5% suero (5%S) o 
ayunadas de suero durante 24 h (24h-S) se preincubaron durante 30 min con UO (inhibidor de MEK, 
10 µM) o con LY (inhibidor de PI3K, 20 µM) y posteriormente se estimularon o no con CH11 
durante 15 h. El porcentaje de células apoptóticas se determinó mediante citometría de flujo. La 
gráfica muestra la media ± SD de tres experimentos. 
 
Estos datos indican que alguna de la vías que regula PI3 quinasa, es esencial en estas células 
para la prevención de apoptosis. Teniendo en cuenta que en células HeLa durante la 
deprivación de suero se produce una disminución en los niveles de pAkt, decidimos estudiar 
si el efecto protector que ejerce el suero sobre la inducción de la apoptosis podría deberse, al 















































Para ello preincubamos células HeLa mantenidas en medio al 5% suero con bajas 
concentraciones de LY, y 30 min después se estimularon o no con CH11 (400 ng/ml) durante 
15 h. El análisis del porcentaje de células apoptóticas tras la estimulación refleja que la 
reducción parcial del estado de fosforilación de Akt, obtenido al utilizar bajas 
concentraciones de LY (Fig. 8B), tiene un efecto sinérgico en la sensibilización de las 

















Fig. 8. La reducción en los niveles de Akt fosforilada sensibiliza sinérgicamente la inducción de 
apoptosis por estimulación con CH11. (A) Células HeLa mantenidas en medio con 5% suero 
(5%S) se preincubaron durante 30 min con varias concentraciones de LY (0-3 µM), y posteriormente 
se estimularon o no con CH11 (400 ng/ml) durante 15 h. El porcentaje de células apoptóticas se 
determinó mediante citometría de flujo. La gráfica muestra la media ± SD de tres experimentos. (B) 
Celulas HeLa mantenidas en 5% suero se estimularon con diferentes concentraciones de LY (0-20 
µM) y tras 15 h los lisados celulares (30 µg) se analizaron mediante western blot para determinar los 
niveles de pAkt. Se muestran datos representativos de tres ensayos diferentes. 
 
 
 Para analizar si la actividad de Akt es determinante en la protección de la apoptosis 
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constitutivamente activa de Akt (Akt-Myr) y 48 h después de la transfección se trataron con 
LY o CH11 a la vez que se les retiró el suero del medio. Tras 15 de tratamiento (15h-S + 
estímulo) se analizó la apoptosis inducida por cada estímulo. La expresión de Akt-Myr 
ectópico redujo un 30% la apoptosis inducida por CH11. Por otro lado, la apoptosis inducida 
por LY (20 µM) se revierte casi por complet,o confirmando que la díana especifica de LY en 











Fig. 9. La actividad Akt protege de la apoptosis inducida por LY y CH11 en células HeLa 
ayunadas de suero. Células HeLa co-transfectadas con PBB14-GFP (4 µg) y vector vacío (CNT, 10 
µg), o con PBB14-GFP (4 µg) y Akt-Myr (Myr-Akt, 10 µg) fueron ayunadas de suero a la vez que 
estimuladas con LY o CH11 durante 15 h (15h-S + estímulo). Tras seleccionar mediante citometría 
de flujo la población de células que expresaban la proteína GFP, se calculó el porcentaje de células 
apoptóticas. La gráfica muestra la media ± SD de tres experimentos. 
 
Los datos obtenidos indican que el estado de fosforilación de Akt juega un papel 
importante en la inducción de apoptosis por estimulación de Fas. Por otro lado sólo en 
condiciones en las que la estimulación de Fas conduce a apoptosis se produce una bajada 
inmediata y transitoria en los niveles de pAkt. Así, la estimulación de células HeLa ayunadas 
de suero durante 24 h con anti-Fas del isotipo IgM (CH11), pero no con el anti-Fas del 
isotipo IgG, produce una bajada de pAkt entre 3 y 20 min tras la estimulación. En presencia 
de 5% suero, ni la estimulación con anti-Fas del isiotipo IgG ni con anti-Fas del isotipo IgM 






































































Sin embargo, en todas las condiciones descritas, independientemente de que induzcan 
o no apoptosis, se detecta un incremento transitorio en los niveles de pERK 1/2 instantes 
después de la adición de los anticuerpos agonísticos de Fas (Fig. 9A, 9B). El hecho de que 
ERK 1/2 se active independientemente de que el estímulo utilizado produzca o no apoptosis, 
junto con los datos obtenidos al tratar las células en presencia o ausencia de suero con UO 
(Fig. 7), sugiere que la vía de ERK 1/2 no patricipa en la prevención de la apoptosis inducida 




















Fig. 10. La actividad Akt disminuye transitoriamente tras la estimulación de células HeLa 
ayunadas durante 24 h. Células HeLa en presencia (5%S) o ausencia de 5% suero (24h-S) (A) se 
estimularon con CH11 (400 ng/ml) o (B) se estimularon con anti-Fas (IgG, 400 ng/ml) durante los 
tiempos indicados. Los niveles de fosforilación de Akt y ERK 1/2 se determinaron mediante western 
blot utilizando los anticuerpos anti-pAkt y anti-p-ERK 1/2. (A, B) Se muestran datos representativos 
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 Para comprobar si la disminución transitoria de los niveles de Akt fosforilado tras la 
estimulación de Fas juega un papel relevante en la inducción de apoptosis, realizamos la 
misma estimulación en presencia de IGF-1, un activador de la vía de Akt (Fig. 11A). Células 
HeLa ayunadas de suero durante 24 h (24h-S) y tras una preincubación de 10 min con IGF-1, 
se estimularon o no con CH11 (400 ng/ml) durante 15 h. La adición del IGF-1 inhibe la 
disminución transitoria de los niveles de Akt fosforilado y la inducción de apoptosis tras la 
estimulación con CH11 (Fig. 11B, 11C). Estos resultados indican un posible papel de la 
actividad Akt en las primeras etapas de la señalización a apoptosis. 
 













Fig. 11. La activación de Akt por IGF-1 disminuye la apoptosis mediada por Fas en células 
HeLa ayunadas de suero. (A) Células HeLa ayunadas de suero durante 24 h (24h-S) se estimularon 
con IGF-1 (300 ng/ml) durante los tiempos indicados (B) Células HeLa ayunadas de suero durante 24 
h (24h-S) se preincubaron durante 10 min con IGF-1(300 ng/ml) y se estimularon o no con CH11 
(400 ng/ml) durante 5 min. (A, B) Los lisados celulares (30 µg) se analizaron mediante western blot 
utilizando los anticuerpos anti-pAkt y Akt como control de carga. Se muestran datos representativos 
de cuatro ensayos diferentes. (C) Células HeLa ayunadas de suero durante 24 h (24h-S) se 
estimularon con IGF-1 (300 ng/ml), con CH11 (400 ng/ml) o con ambos estímulos, preincubando 10 
min con IGF-1 antes de añadir CH11 durante 15 h. El porcentaje de células apoptóticas se determinó 




















































































4. Papel de caspasa-8 y c-FLIP en la apoptosis inducida por Fas o LY en células HeLa. 
 
 Para determinar los mecanismos implicados en la apoptosis inducida en células HeLa 
por CH11 o por LY analizamos la activación de caspasa-8 y caspasa-9. Para detectar las 
formas activas de caspasa-8 y caspasa-9 se determinó la presencia de las subunidades p18 y 
p35 respectivamente que forman parte de las caspasas activas. La activación de caspasa-8 y 
caspasa-9, en células HeLa ayunadas de suero durante 24 h, se detecta aproximadamente 1 h 
después de la estimulación con CH11. Sin embargo, el tratamiento con LY sigue un patrón 
de activación de estas dos caspasas diferente. LY promueve principalmente la activación de 
caspasa-9, siendo minoritaria la activación de caspasa-8. Curiosamente el tratamiento con 
LY induce mayores niveles del fragmento proteolizado p43/p41 de caspasa-8, producto del 
primer evento proteolítico en el mecanismo de activación de caspasa-8 que tiene lugar en el 
DISC, que el tratamiento con CH11 (Fig. 12A). 
 
También analizamos los niveles de c-FLIPS y c-FLIPL, reguladores de la activación 
de la caspasa-8, y la proteólisis de PARP en células HeLa tratadas conjuntamente con CH11 
y LY o añadidos por separado durante diferentes periodos de tiempo y en presencia o en 















Fig 12. El tratamiento con LY o CH11 regula los niveles de caspasa-8 (p18) y caspasa-9 (p35) 
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durante 24 h se estimularon con CH11 (400 ng/ml) o LY (20 µM) durante los tiempos indicados. Los 
lisados celulares (30 µg) se analizaron mediante western blot utilizando los anticuerpos anti-caspasa-
8, anti-caspasa-9 y anti-ERK 2 como control de carga. (B) Células HeLa mantenidas en medio 5% 
suero (5%S) o ayunadas de suero durante 24 h (24h-S) se estimularon con CH11 (400 ng/ml) o LY 
(20 µM) o conjuntamente con ambos estímulos durante los tiempos indicados. Los lisados celulares 
(30 µg) se analizaron mediante western blot con los anticuerpos anti-FLIP, anti-PARP y anti-ERK 2 
como control de carga. (A, B) Se muestran datos representativos de tres ensayos diferentes. 
 
Como se observa en la figura 12B, y en concordancia con los datos mostrados en la 
figura 2, en células HeLa ayunadas de suero se invierte la relación c-FLIPL/c-FLIPS. El 
tratamiento con LY o CH11 en células HeLa mantenidas en medio con o sin 5% suero 
durante los tiempos indicados promueve una ligera disminución en los niveles de c-FLIPL, 
sin embargo únicamente el tratamiento con LY promueve una disminución en los niveles de 
c-FLIPS y la proteólisis de PARP (Fig. 12B) en la ventana de tiempo analizada. La adición 
simultánea de ambos estímulos tanto en ausencia o presencia de 5% suero en el medio, 
produce una mayor disminución de c-FLIPL y de c-FLIPS correlacionándose con un aumento 
en el procesamiento de PARP.  
La forma proteolizada de c-FLIPL p43, que es dependiente de la actividad de caspasa-
8 y de la presencia de c-FLIPL en el DISC (Krueger, 2001), se detecta con claridad tras la 
estimulación con CH11 en ausencia de suero. El tratamiento con LY también promueve la 
generación de p43 c-FLIPL, aunque en menor proporción que CH11; estos datos sugieren 
que el tratamiento de células HeLa con LY también promueve asociación de c-FLIPL al 
DISC (Fig. 12A).  
Los datos obtenidos reflejan que en células HeLa los niveles de c-FLIPS 
correlacionan con la sensibilización a apoptosis mediada por Fas, aunque la bajada en los 
niveles de c-FLIPL también contribuye a dicha sensibilización. En el tratamiento con LY, la 
disminución de los niveles de c-FLIPS parece ser también importante para el control de la 
activación de caspasa-8.  
 
 Para analizar este aspecto, decidimos determinar la relevancia de la actividad de la 
caspasa-8 en la apoptosis inducida mediante el tratamiento con LY o CH11 utilizando del 
inhibidor de caspasa-8 z-IETD. Como era previsible, la inhibición de caspasa-8 previene la 
acumulación de los fragmentos p43/41 y p18 de caspasa-8 así como de la forma proteolizada 
de c-FLIPL p43, ambas dependientes de la actividad caspasa-8, en células HeLa estimuladas 
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con LY o CH11 (Fig. 13A). La preincubación con el inhibidor de caspasa-8 previene la 
activación de la caspasa-9 inducida por CH11 (Fig. 13A), indicando que la activación de 
caspasa-9 es dependiente de la activación de caspasa-8. Además, la inhibición de caspasa-8 
previene completamente la apoptosis inducida por CH11 (Fig. 13B).  
 
En contraste con los datos obtenidos con CH11, en el tratamiento con LY, la 
inhibición de la actividad de caspasa-8 no afecta a la activación de caspasa-9 promovida por 
LY (Fig. 13A) indicando que la generación de caspasa-9 activa mediada por LY es 
independiente de la activación de caspasa-8. Sin embargo, el hecho de que la apoptosis 
inducida por LY en células HeLa ayunadas de suero durante 24 h en presencia de z-IETD se 
reduzca en un 60% (Fig. 13C) indica que la caspasa-8 también juega un papel relevante en la 
apoptosis promovida por la inhibición de Akt.  
 




















Fig. 13. Implicación de la actividad caspasa-8 en la apoptosis inducida por LY o CH11 en 
células HeLa. Células HeLa ayunadas de suero durante 24 h (24h-S) se preincubaron durante 30 min 
con el inhibidor de caspasa-8, z-IETD-fmk (z-IETD, 2,2 µM) y posteriormente se estimularon con 
LY (20 µM) o CH11 (400 ng/ml) durante 15 h. (A) Los lisados celulares (30 µg) se analizaron 
mediante western blot utilizando los anticuerpos anti-caspasa-8, anti-caspasa-9, anti-FLIP y anti-
ERK 2 como control de carga. Se muestran datos representativos de tres ensayos diferentes. (B) 
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100% de apoptosis al valor obtenido al tratar con LY. (C) Porcentaje de células HeLa apoptóticas 
analizado mediante citometría de flujo, otorgándose el valor 100% de apoptosis al valor obtenido al 
estimular con CH11. (B, C) La gráfica muestra la media ± SD de tres experimentos. 
 
5. Clasificación de células HeLa como tipo II en la muerte mediada por Fas  
 
 La activación de caspasa-9 inducida en células HeLa en ausencia de suero con CH11 
es dependiente de la actividad caspasa-8. Estos datos sugerían la clasificación de las células 
HeLa como tipo II en las que, tras la activación de caspasa-8, se produce la activación de la 
caspasa-9, efectora de apoptosis, mediante la vía mitocondrial. Para determinar la 
implicación de la mitocondria en la apoptosis obtenida al estimular células HeLa en ausencia 
de suero con CH11, se analizó el efecto de la expresión ectópica del factor anti-apoptótico 
Bcl-2. También se analizó el efecto de Bcl-2 en la apoptosis inducida por LY en las células 
HeLa ayunadas de suero. 
En las células HeLa ayunadas de suero que expresan Bcl-2 ectópico se reduce un 
30% la apoptosis tras la estimulación con CH11 (Fig. 14A). Estos datos permiten la 
clasificación de las células HeLa como tipo II que indican la implicación de la mitocondria. 
Cuando las células HeLa ayunadas son estimuladas con LY, la expresión de Bcl-2 ectópico 
reduce un 70% la apoptosis inducida por LY lo que indica que la apoptosis mediada por este 
estímulo se produce vía mitocondria (Fig 14B).  






Fig. 14. Implicación de la vía mitocondrial en la apoptosis inducida por CH11 en células 
ayunadas de suero. Células HeLa co-transfectadas con PBB14-GFP (4 µg) y vector vacío (Vv, 10 
µg), o con PBB14-GFP (4 µg) y SFFV-Bcl-2 (Bcl-2, 10 µg) fueron ayunadas de suero a la vez que se 
les añadío el tratamiento que se mantuvo durante 15 h (15h-S + estímulo). El porcentaje de células 
apoptóticas se determinó tras seleccionar mediante citometría de flujo la población de células que 
expresaban la proteína GFP otorgándose el valor 100% de apoptosis al valor obtenido al estimular 














































































6. El ayuno de suero y el tratamiento con LY sensibilizan a apoptosis mediada por Fas 
a células BxPC3, pero no a células AsPC1. 
 
 Para determinar si la sensibilización por ayuno de suero a la apoptosis inducida por 
Fas es una particularidad de las células HeLa, analizamos la posible sensibilización a 
apoptosis mediada por Fas de otras dos líneas celulares. Las líneas humanas de cancer 
pancreático, AsPC1 y BxPC3 que son, como las células HeLa, resistentes a la apoptosis 
inducida por Fas en presencia de suero en el medio.  
 
Las células BxPC3, al igual que las células HeLa, se sensibilizan a apoptosis inducida 
por Fas mediante ayuno de suero. La inhibición de la fosforilación de ERK 1/2 mediante el 
inhibidor UO, no produce apoptosis ni sensibiliza a la producida por estimulación con CH11. 
Tampoco la inhibición de la fosforilación de Akt mediante LY (20 µM) (Fig. 15B), a 
diferencia de lo observado en células HeLa promueve apoptosis en presencia de 10% suero 
(Fig. 15A). Sólo tras 24 h de ayuno se observa un pequeño porcentaje(10%) de apoptosis tras 
el tratamiento con LY. Sin embargo, cuando se tratan las células simultáneamente con LY y 
CH11 observamos que el tratamiento con LY, sensibiliza significativamente a las células 
BxPC3 a la apoptosis inducida por CH11 tanto en presencia como en ausencia de 10% suero 
en el medio. 









Fig. 15. La disminución de la actividad Akt sensibiliza a células BxPC3 a apoptosis mediada 
por Fas. (A) Células BxPC3 mantenidas en medio con 10% suero o ayunadas de suero durante 24h 
se trataron durante 30 min con LY (20 µM) o UO (10 µM) y posteriormente se estimularon o no con 
CH11 (400 ng/ml) durante 15 h. El porcentage de células apoptóticas se determinó mediante 
citometría de flujo. La gráfica muestra la media ± SD de cuatro experimentos. B) Células BxPC3 en 
presencia de 10% suero se ayunaron de suero durante los tiempos indicados. C) Células BxPC3 en 
FLIPL


























presencia de 10% suero se trataron con LY (20 µM) durante los tiempos indicados. (B, C) Los 
lisados celulares (30 µg) se analizaron mediante western blot utilizando los anticuerpos anti-pAkt, 




Tras observar que el ayuno también sensibiliza a las células BxPC3 a apoptosis 
mediada por Fas, decidimos determinar si la deprivación de suero, al igual que en células 
HeLa, regula la expresión de c-FLIP así como el estado de fosforilación de Akt. En células 
BxPC3 los niveles de c-FLIPS resultan practicamente indetectables tanto en presencia como 
en ausencia de 10% suero en el medio y no se detecta variación en los niveles de c-FLIPL 
tras el ayuno de suero (Fig. 15B). Los niveles de Akt fosforilado, igual que sucede en las 
células HeLa, también disminuyen con el ayuno (Fig. 15B) y se eliminan por completo con 
el tratamiento con LY (20µM) (Fig. 15C). 
 
 En células BxPC3 ayunadas de suero durante 24 h (24h-S) la activación de las 
caspasas, al igual que en células HeLa, difiere según el tratamiento utilizado. Tras la 
estimulación de las células BxPC3 con CH11 se observa, en la ventana de tiempo estudiada, 
generación de los fragmentos de caspasa-8 y caspasa-9 activas así como proteólisis de PARP 
(Fig.16B). Cuando se tratan con LY, durante el mismo periodo de tiempo, no se detecta 
activación de ninguna de las caspasas ni la proteólisis de PARP (Fig. 16B) en correlación 
con los bajos niveles de apoptosis inducida por este estímulo (Fig. 15A).  
 
Con respecto a c-FLIP, en presencia de 10% suero se observa disminución 
significativa de los niveles de c-FLIPL únicamente cuando las células BxPC3 son tratadas 
simultaneamente con CH11 y LY, aunque la forma proteolizada de c-FLIPL p43/41 aparece 
con la estimulación con CH11 independientemente de la ausencia o presencia de LY (Fig. 
16A). En asuencia de suero, la estimulación con CH11 induce una clara disminución en los 
niveles de c-FLIPL y la aparición de su forma proteolizada c-FLIPL p43, que se incrementa 
cuando la estimulación es con CH11 y LY simultaneamente; con LY no se detectan cambios 




El tratamiento simultáneo con CH11 y LY tanto en presencia como ausencia de 
suero, promueve un aumento significativo de la población de células apoptóticas (Fig. 15A), 
así como un aumento considerable de la activación de caspasa-8, de caspasa-9 y de los 
niveles de PARP proteolizado. 
 













Fig. 16. Akt regula la activación de caspasa-8 y caspasa-9 y los niveles de c-FLIPL de células 
BxPC3. Células BxPC3 (A) en presencia de suero o (B) ayunadas de suero durante 24 h, se 
estimularon los tiempos indicados con CH11 (400 ng/ml), LY 20 µM o con ambos estímulos 
simultaneamente. Los lisados celulares (30 µg) se analizaron mediante western blot utilizando los 
anticuerpos anti-caspasa-8, anti-caspasa-9, anti-FLIP, anti-PARP y anti-ERK-2 o anti-tubulina como 




 Con la finalidad de determinar la relevancia de la caspasa-8 en la apoptosis inducida 
por CH11 en células BxPC3 ayunadas, analizamos la apoptosis producida tras 15 h de 
tratamiento en presencia o ausencia del inhibidor de caspasa-8 z-IETD. Como era de esperar 
la inhibición de caspasa-8 previene, tras la estimulación con CH11, la acumulación del 
fragmento p43/41 de caspasa-8. También se previene la aparición de las formas activas de 




























apoptóticas obtenida en presencia del inhibidor z-IETD al estímular CH11 es de un 75% 
(Fig. 17B). 







Fig. 17. Regulación de la apoptosis por el inhibidor de caspasa 8 z-IETD en células BxPC3 
estimuladas con LY o CH11. Células BxPC3 ayunadas de suero durante 24 h (24h-S) se trataron 
con CH11 (400 ng/ml), con z-IETD (2,2 µM) o conjuntamente preincubando en este caso durante 30 
min con z-IETD, durante 15 h. (A) Los lisados celulares (30 µg) se analizaron mediante western blot 
utilizando los anticuerpos ani-caspasa-8, anti-caspasa-9, anti-FLIP y anti-ERK 2 como control de 
carga. Se muestran datos representativos de al menos tres ensayos diferentes. (B) El porcentaje de 
células apoptóticas se analizó mediante citometría de flujo tomando como valor 100% de apoptosis al 
obtenido con CH11. La gráfica muestra la media ± SD de tres experimentos.  
 
Las células AsPC1 son resistentes, independientemente de la presencia o ausencia de 
10% suero en medio, a la apoptosis inducida por CH11. Tampoco los tratamientos con LY 
(20 µM) (Fig. 18B), UO (10 µM) o los tratamiento de CH11 junto con LY y de CH11 junto 
con UO promueven apoptosis en esta línea celular (Fig. 18A) . En ninguna condición ni con 
ningún tratamiento se genera actividad caspasa-8. 




             




Fig. 18. Las células AsPC1 son resistentes a apoptosis inducida por CH11 en presencia o 
ausencia de suero e independientemente del tratamiento con LY o UO. A) Células AsPC1 
LY (20µM)
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mantenidas en medio con 10% suero o ayunadas de suero durante 24 h se trataron con CH11(400 
ng/ml) y con LY (20 µM) o UO (10 µM) en ausencia o presencia de CH11; en los casos de 
coestimulación los inhibidores se añadieron 30 min antes de la adición del CH11. Tras 15 h de 
tratamiento el porcentage de células apoptóticas se determinó mediante citometría de flujo. La gráfica 
muestra la media ± SD de tres experimentos. B) Células AsPC1 en presencia de 10% suero se 
ayunaron durante distintos tiempos o C) se trataron con LY (20 µM) durante los tiempos indicados. 
(B, C) Los lisados celulares (30 µg) se analizaron mediante western blot utilizando los anticuerpos 
anti-pAkt, y anti-Akt como control de carga. Se muestran datos representativos de al menos tres 
ensayos diferentes. 
 
7. En células HeLa y AsPC1 c-FLIPS es el principal freno para la activación de caspasa-
8 mientras que en las células BxPC3 es c-FLIPL. 
 
 Está bien establecido que la cicloheximida (CHX), inhibidor de la síntesis proteica, 
sensibiliza a las células a apoptosis mediante receptores de muerte debido a su capacidad de 
bloquear la síntesis de c-FLIP. Las células HeLa, AsPC1 y BxPC presentan cada una 
diferentes niveles de expresión de c-FLIPL y c-FLIPS y también distintas relaciones entre 
ellas. Decidimos analizar la sensibilización a apoptosis inducida por Fas en células en las 
que, mediante el uso de CHX, se inhibiera la síntesis de c-FLIP.  
Las células HeLa mantenidas en medio con 5% suero presentan un mayor nivel de c-
FLIPS en relación con los de c-FLIPL. En estas células el tratamiento con CHX induce un 
descenso en los niveles de c-FLIPL y la completa desaparición de c-FLIPS. Sin embargo, la 
disminución en los niveles de ambas formas de c-FLIP no induce la activación de caspasa-8 
ni caspasa-9 (Fig. 19A) así como tampoco la proteólisis de PARP en el tiempo analizado (4 
h).  







Fig. 19. El tratamiento con CHX sensibiliza a células HeLa en presencia de 5% suero a 
apoptosis inducida por CH11. Células HeLa mantenidas en medio con 5% suero fueron estimuladas 
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con CHX (10 µM), CH11 (400 ng/ml), LY (20 µM) o con CHX junto con CH11 o CHX junto con 
LY. (A) Tras 4 h de estímulo los lisados celulares (40 µg) se analizaron mediante western blot 
utilizando los anticuerpos anti-caspasa-8, anti-caspasa-9, anti-PARP, anti-FLIP y anti-ERK 2 como 
control de carga. Se muestran datos representativos de tres ensayos diferentes. (B) Tras 6 h de 
estimulación las células se analizaron mediante citometría de flujo y se determinó el porcentaje de 
células apoptóticas. La gráfica muestra la media ± SD de tres experimentos. 
 
 
Al estimular células HeLa en presencia de 5% con CH11 junto con CHX se 
incrementa la apoptosis de forma significativa (Fig. 19B) y se produce un drástico aumento 
de la activación de caspasa-8 y caspasa-9, la proteólisis total de PARP y la desaparición de 
ambas formas de c-FLIP. El hecho de que la adición de CH11 en presencia de CHX , 
inhibidor de la síntesis de proteínas, promueve una disminución de los niveles de c-FLIPL 
sugiere que el CH11 acelera la degradación de c-FLIPL. 
 
La estimulación de células HeLa en presencia de 5% suero con LY promueve una 
disminución en los niveles de c-FLIPS, la activación de caspasa-9, proteólisis de PARP (Fig. 
19A) y la inducción de apoptosis (Fig. 19B). La adición conjunta de CHX y LY produce una 
clara bajada en los niveles de ambas formas de c-FLIP e induce una ligera activación de la 
caspasa-8 en paralelo con un incremento de la proteólisis de PARP y de la apoptosis con 
respecto a la obtenida con el LY (Fig. 19A, 19B). Sin embargo, la activación de caspasa-9 no 





En células BxPC3 mantenidas en medio con 10% suero la adición de CHX no induce 
variación en los niveles de c-FLIPL así como tampoco la activación de caspasa-8 o caspasa-9 
(Fig. 20A) ni la inducción de apoptosis (Fig. 20B). La adición de CH11 promueve una 
pequeña activación de caspasa-8 y caspasa-9. Cuando el tratamiento se realiza con CH11 
junto con CHX se produce una disminución de los niveles de c-FLIPL así como una 
activación significativa de caspasa-8, caspasa-9 (Fig. 20A) que va acompañada con la 
indución de apoptosis (Fig. 20B).  
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Fig. 20. En células BxPC3, el tratamiento con CHX sensibiliza a apoptosis inducida por la 
estimulación con CH11. Células BxPC3 mantenidas en medio con 10% suero se trataron con CHX 
(10 µM), CH11 (400 ng/ml), LY (20 µM) o conjuntamente con  CHX y CH11 o con CHX y LY. (A) 
Tras 4 h de estímulo los lisados celulares (40 µg) se analizaron mediante western blot utilizando los 
anticuerpos anti-caspasa-8, anti-caspasa-9, anti-PARP, anti-FLIP y anti-ERK 2 como control de 
carga. Se muestran datos representativos de tres ensayos diferentes. (B) Tras 6 h de estimulación las 
células se analizaron mediante citometría de flujo y se determinó el porcentaje de células apoptóticas. 
La gráfica muestra la media ± SD de tres experimentos. 
 
 El tratamiento con LY no produce en células BxPC3 variación de los niveles de c-
FLIPL ni tampoco en la activación de caspasa-8 (Fig. 20A), únicamente se detecta una leve 
activación de caspasa-9 y un pequeño porcentaje de apoptosis (Fig. 20B). Al realizarse el 
tratamiento con LY en presencia de CHX se detecta un ligero incremento en la activación de 
caspasa-9 (Fig. 20A), que se correlaciona con un porcentaje mayor de apoptosis que con 
cada estímulo por separado (Fig 20B). A diferencia de lo observado en células HeLa, la 
activación de caspasa-9 por coestimulación con CHX y LY es independiente de la 
disminución de los niveles de c-FLIPL que permanecen inalterados y de caspasa-8 (Fig. 
20A). Estos datos indican que en células BxPC3 los niveles de c-FLIPL juegan un papel 
relevante en la activación de caspasa-8.  
 
 
 En células AsPC1 mantenidas en medio con 10% suero la estimulación con CH11 no 
produce variación en los niveles de expresión de ninguna de las formas de c-FLIP ni 
tampoco produce la activación de caspasa-8 o caspasa-9. Al estimular con CH11 en 
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en los niveles de c-FLIPL. La disminución de los niveles de c-FLIPS se correlaciona con una 
activación de caspasa-8 y caspasa-9 (Fig. 21A). Sin embargo, en células AsPC1, a diferencia 
de en células HeLa y BxPC3, la generación de caspasa-8 activa no es suficiente para 
promover  apoptosis (Fig. 21B). 
 










Fig. 21. Células AsPC1 son resistentes a apoptosis en presencia de CH11 junto con CHX o de 
LY junto con CHX. Células AsPC1 mantenidas en medio con 10% suero fueron estimuladas con 
CHX (10 µM), CH11 (400 ng/ml), LY (20 µM) o con CHX junto con CH11 o con CHX junto con 
LY. (A) Tras 4 h de tratamiento los lisados celulares (30 µg) se analizaron mediante western blot 
utilizando los anticuerpos anti-caspasa-8, anti-caspasa-9, anti-PARP, anti-FLIP y anti-ERK 2 como 
control de carga. Se muestran datos representativos de tres ensayos diferentes. (B) Tras 6 h de 
tratamiento las células AsPC1 se analizaron mediante citometría de flujo y se determinó el porcentaje 
de apoptosis. La gráfica muestra la media ± SD de tres experimentos. 
 
En células AsPC1, el tratamiento con LY promueve disminución en los niveles de c-
FLIPS manteniendo intactos los de c-FLIPL, esta disminución no va acompañada de 
activación de caspasa-8 ni caspasa-9, ni de la inducción de apoptosis. El tratamiento con LY 
en presencia de CHX, al igual que lo observado con CH11 y CHX, promueve una drástica 
caída en los niveles de c-FLIPS pero no en los niveles de c-FLIPL (Fig. 21A). Sin embargo, 
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Los receptores de muerte pertenecientes a la superfamilia de los TNF, tras ser 
estimulados por sus correspondientes ligandos en el contexto adecuado, oligomerizan y 
promueven la señalización a muerte por apoptosis. Muchas células tumorales que expresan 
en su superficie receptores de muerte, son resistentes a la apoptosis que estos receptores 
señalizan; la determinación de los mecanismos mediante los que las células tumorales evitan 
esta apoptosis es un objetivo de gran relevancia para desarrollar estrategias anti-tumorales. 
Las células HeLa, a diferencia de las Jurkat, son resistentes a apoptosis mediada por 
Fas en presencia de suero. Sin embargo, el ayuno de suero durante 24 h las sensibiliza y 
mueren por apoptosis tras ser estimuladas con anticuerpos agonísticos de Fas capaces de 
inducir trimerización de los receptores. La apoptosis detectada tras estimular las células 
ayunadas con CH11 es dependiente de dosis, lo que confirma la especificidad del estímulo. 
Además esta sensibilización no implica un aumento de los receptores Fas en superficie, ya 
que las células HeLa presentan un elevado nivel de expresión de Fas independientemente de 
la presencia o ausencia de suero. El ayuno de suero induce en las células HeLa la 
disminución de los niveles de pAkt, pERK 1/2 y c-FLIPS.  
Las líneas tumorales de adenocarcinoma pancreático BxPC3 y AsPC1 también son 
resistentes a apoptosis inducida por Fas en presencia de suero; sin embargo el ayuno 
sensibiliza a muerte por apoptosis únicamente a las células BxPC3. 
Tanto en las células HeLa como en las células BxPC3, el ayuno de suero durante 24 h 
promueve una bajada en el estado de fosforilación de ERK 1/2. La MAPK ERK 1/2 ha sido 
implicada en crecimiento, diferenciación y supervivencia celular. En algunas líneas 
celulares, el descenso de los niveles de pERK 1/2 puede sensibilizar a apoptosis mediada por 
receptores de muerte. Mediante la utilización de UO126, inhibidor de la vía MEK 1-ERK 
1/2, se ha descrito que en células HeLa la forma fosforilada y activa de ERK 1/2 protege de 
apoptosis mediada por TRAIL (Lee, 2005). En líneas celulares de tiroides y células T 
activadas, la inhibición de MEK 1/2 mediante el uso de inhibidores específicos como 
PD098059 o UO126, aumenta la apoptosis mediada por Fas (Holmström, 1999; Mezosi, 
2005). Además el incremento de los niveles de pERK 1/2 obtenido tanto en células NIH3T3 
mediante la expresión ectópica de la proteína I2PP2A, inhibidor de la proteín fosfatasa 2A; 
como en células U937 mediante transfecciones estables de MEK 1 activa, produce la 
inhibición de la apoptosis mediada por receptores de muerte (Harmala-Brasken, 2003).  
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Un mecanismo descrito para la regulación de la apoptosis por vía extrínseca mediada 
por la actividad ERK 1/2 es el control de la expresión de la proteína c-FLIP. El tratamiento 
en células Jurkat y en las líneas de cáncer de colon: HT29 y DLD con PD098059, inhibidor 
de ERK 1/2, promueve una reducción en los niveles de c-FLIP (Yeh, 1998; Panka, 2001). 
 
También se ha propuesto que ERK 1/2 puede ejercer un papel protector de la 
apoptosis intrínseca mediante la regulación de la expresión de genes implicados en 
apoptosis. En las células pancreáticas MIA PaCa-2 la actividad ERK 1/2 promueve 
supervivencia celular promoviendo la expresión de las proteínas anti-apoptóticas Bcl-2, Bcl-
XL y Mcl-1 (Boucher, 2000). En las células HeLa la actividad de ERK 1/2 no parece estar 
implicada en la regulación ni de los niveles de Bcl-2 ni de los de BclXL ya que el ayuno de 
suero, a pesar de disminuir los niveles de pERK 1/2, no induce variaciones en los niveles de 
estas proteínas anti-apoptóticas.  
 
A pesar de todas las evidencias descritas sobre el papel de ERK 1/2 en la prevención 
de apoptosis, nuestros datos indican que en células HeLa la actividad de ERK 1/2 no tiene un 
papel protector relevante ni en la apoptosis inducida por Fas ni en la inducida por LY. El 
tratamiento con UO126, inhibidor de MEK 1, a concentraciones que bloquean 
completamente la actividad de ERK 1/2, no produce incrementos significativos en la 
apoptosis tras estimulación con CH11 en presencia o ausencia de suero. Tampoco en las 
células BxPC3 y AsPC1 la disminución de los niveles de pERK 1/2 sensibiliza a apoptosis 
inducida por Fas.  
Además, el hecho de que tras la estimulación con anticuerpos agonísticos de Fas se 
detecte una rápida activación transitoria de ERK 1/2, independientemente de que el estímulo 
sea o no apoptótico o se lleve a cabo en presencia o ausencia de suero, nos hace descartar 
que la activación de ERK 1/2 en células HeLa sea relevante para la protección de la 
apoptosis promovida por Fas. Esta activación rápida de ERK 1/2 ha sido descrita tras la 
estimulación de varios receptores de muerte como FasR, TNF-R1 o TRAIL-R (Tran, 2001). 
Un posible mecanismo propuesto para la activación de ERK 1/2 tras la estimulación de 
receptores de muerte es el reclutamiento de Raf-1 que lleva a cabo c-FLIP tras su unión a 
Fas (principalmente c-FLIPS) (Kataoka, 2000). 
 
El ayuno de suero durante 24 h también produce una bajada en los niveles de pAkt en 
las tres líneas celulares estudiadas. La vía de PI3K/Akt es una de las principales vías de 
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supervivencia. Akt es una proteína quinasa que regula varias funciones, entre las que se 
encuentran el metabolismo de nutrientes, el crecimiento celular, la regulación transcripcional 
y la supervivencia celular en respuesta a factores de crecimiento y otros estímulos 
extracelulares.  
 
Nuestros datos indican que el descenso en los niveles de pAkt inducidos por la 
deprivación de suero tiene un efecto diferente según la línea celular estudiada: HeLa, BxPC3 
o AsPC1. De hecho, la capacidad que tiene la inhibición de pAkt para promover apoptosis 
varía según los mecanismos de resistencia de cada línea célular.  
En células HeLa la inhibición de la vía PI3K/Akt mediante el tratamiento con LY, 
promueve apoptosis en presencia o ausencia de suero e independientemente de la 
estimulación con CH11. En células BxPC3 el tratamiento con LY, a concentraciones que 
inhiben completamente la actividad de Akt, no produce apoptosis de forma significativa ni 
en presencia ni en ausencia de suero, pero sensibiliza claramente a apoptosis inducida por 
CH11. Por otro lado, en células AsPC1 ayunadas de suero, la adición de LY no induce 
apoptosis ni en ausencia ni en presencia de CH11. 
 
En células de leucemia linfoide crónica, se ha descrito que el tratamiento con LY 
promueve apoptosis de forma dependiente de caspasa-8 pero independiente de Akt ya que 
los niveles de pAkt no disminuyen tras el tratamiento (Plate, 2004). Sin embargo, nuestros 
resultados descartan esta posibilidad ya que la expresión ectópica de la forma activa de Akt 
(Akt miristoilado) reduce drásticamente la apoptosis promovida por LY. Este resultado 
indica que la diana del inhibidor LY implicada en la inducción de apoptosis en células HeLa 
es Akt.  
 
La bajada parcial de la actividad Akt obtenida en células HeLa mediante el 
tratamiento con bajas concentraciones de LY en presencia de suero, produce un efecto 
sinérgico en la inducción de apoptosis por la estimulación con CH11. De hecho, el efecto 
sensibilizador de la inhibición de Akt sobre la apoptosis inducida por Fas es más evidente 
con dosis bajas de LY ya que a dosis altas esta droga produce por si misma altos niveles de 
apoptosis.  
Por otro lado, la reducción en un 30% de la apoptosis mediada por Fas al expresar 
Akt miristoilada corrobora la implicación de la vía de Akt en la regulación de la apoptosis 




Los datos obtenidos con células HeLa nos llevan a proponer que la proteína quinasa 
Akt protege a estas células de apoptosis mediada por Fas mediante dos mecanismos 
diferentes. Uno de los mecanismos estaría relacionado con un evento temprano que ocurre 
tras la estimulación del receptor de muerte (posiblemente la formación del DISC). Esta 
propuesta se basa en la disminución rápida y transitoria observada en la actividad de Akt 
únicamente tras 24 h de ayuno y solamente cuando el estímulo es apoptótico (CH11). La 
disminución rápida de los niveles de pAkt se previene con el pre-tratamiento con IGF-1 
(activador de la vía) correlacionando con una disminución en la inducción de apoptosis por 
CH11. En este sentido se ha descrito, en células de carcinoma hepatocelular, que HGF 
(Hepatocyte Growth Factor), que incrementa la actividad de Akt, impide la formación del 
DISC tras la estimulación con Fas disminuyendo la unión de pro-caspasa-8 al complejo 
formado por FADD y el receptor Fas (Suzuki, 2000). Asimismo, en células T, la expresión 
ectópica de Akt impide el reclutamiento de pro-caspasa-8 al DISC sin variaciones en los 
niveles de c-FLIP (Jones, 2002).  
 
Nuestros datos indican que la ausencia de actividad Akt, incluso en presencia de 
suero, permite la formación de DISC aún en ausencia de estimulación del receptor de 
muerte, ya que al tratar las células con LY se generan los fragmentos p43/41 de caspasa-8 y 
p43 de c-FLIPL; sin embargo, en el DISC formado, se genera de forma muy poco eficiente la 
subunidad p18. Estos datos indican que cada uno de los dos procesamientos de la pro-
caspasa-8 necesita requisitos específicos. La conformación que adopta la pro-caspasa-8 tras 
el tratamiento con LY, además de permitir la aparición del fragmento p43/p41 de caspasa-8, 
en lugar de promover la generación de p18 parece favorecer la generación de un fragmento 
diferente al p43/41 de aproximadamente 30 KDa (Fig. 12A y 13A), que prácticamente no se 
detecta al estimular las células con CH11.  
 
El segundo mecanismo de protección de Akt en la apoptosis mediada por Fas en 
células HeLa que proponemos, está relacionado con el control que esta proteína quinasa 
ejerce sobre los niveles de las proteínas c-FLIP.  
 
La proteína c-FLIP es una proteína que se expresa mayoritariamente de dos formas 
diferentes c-FLIPS y c-FLIPL y es capaz de inhibir la generación de caspasa-8 activa 
 81
(Uriarte, 2005; Kondo, 2005; Suhara, 2001; Panka, 2001). Las dos formas de c-FLIP 
presentan dominios DED por lo que pueden ser reclutados al DISC interaccionando con 
FADD y compitiendo con pro-caspasa-8. Esta interacción impide que se recluten moléculas 
de pro-caspasa-8 y su posterior activación por lo que en un principio, actuarían como 
inhibidores de la activación de caspasa-8 (Irmler, 1997; Yeh, 1998). 
 
La función anti-apoptótica de c-FLIPS está claramente establecida; se ha propuesto 
que en el heterodímero que forma con pro-caspasa-8 en el DISC c-FLIPS inhibe los dos 
procesamientos necesarios para la activación de caspasa-8 (Krueger, 2001). Sin embargo a c-
FLIPL se le han atribuido funciones tanto pro- como anti-apoptóticas. Mediante la utilización 
de RNAs de interferencia, que disminuyen los niveles de c-FLIPL, se está asentando su papel 
anti-apoptótico (Wilson, 2007; Wang, 2007). Para explicar el papel anti-apoptótico de c-
FLIPL se ha propuesto que esta proteína se asocia con pro-caspasa-8 en el DISC, esta 
interacción permite que la pro-caspasa-8 adopte una conformación que presenta cierta 
actividad catalítica. La pro-caspasa-8 catalíticamente activa, proteoliza tanto a c-FLIPL, 
originando los fragmentos p43 y p12, como a sí misma, generando los fragmentos de 
caspasa-8 p43/41 y p10. El fragmento de c-FLIPL p43 y el de caspasa-8 p43/41 permanecen 
unidos al DISC, pero como c-FLIPL no presenta actividad trans-catalítica no se produce el 
segundo corte en trans necesario para generar la subunidad p18 y generar caspasa-8 activa 
(Krueger, 2001). Se impide además la asociación a los receptores de nuevas moléculas de 
pro-caspasa-8 para ser activadas. Micheau propone que la pro-caspasa-8 catalíticamente 
activa actúa sobre el c-FLIPL y sobre otros sustratos, como la quinasa RIP, en la proximidad 
del DISC (Micheau, 2002), mediando así otras funciones diferentes a apoptosis en las que se 
ha implicado a estos receptores de muerte. 
 
En las células HeLa, la forma c-FLIP mayoritariamente expresada es c-FLIPS, 
nuestros datos indican que esta forma de c-FLIP representa el principal freno para prevenir la 
apoptosis mediada por Fas. El ayuno de suero produce, al igual que el tratamiento con LY, la 
disminución de la actividad de Akt y además una drástica disminución de los niveles de c-
FLIPS que conduce a que la relación c-FLIPL/c-FLIPS se invierta. Estos datos sugieren que, 
en presencia de 5% suero, la actividad Akt mantiene altos los niveles de c-FLIPS, 
previniendo apoptosis. En concordancia con esta hipótesis conviene resaltar que el 
tratamiento con CHX de células HeLa en presencia de 5% suero induce la desaparición de c-
FLIPS y sensibiliza a las células a apoptosis inducida por CH11.  
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Al igual que en células HeLa, se han descrito otras líneas celulares en las que c-FLIPS 
actúa como el principal bloqueo en la inducción de apoptosis mediada por receptores de 
muerte y sus niveles se encuentran regulados por la actividad de la proteína quinasa Akt. En 
las células de cáncer gástrico humano SNU-216 una actividad Akt elevada se corresponde 
con altos niveles de c-FLIPS y con la resistencia a apoptosis inducida por TRAIL. En estas 
células el mantenimiento de los niveles de c-FLIPS está regulado por Akt como indica la 
disminución de los niveles de c-FLIPS que se produce tras el tratamiento con LY. La 
inhibición de la actividad Akt produce además la sensibilización a apoptosis inducida por 
TRAIL (Nam, 2003). También en linfocitos T, la apoptosis inducida por Fas es bloqueada 
principalmente por c-FLIPs cuyos niveles son regulados por la actividad de Akt. El 
tratamiento de los linfocitos T durante 24 h con LY o con AI-III o SH-5, inhibidores 
específicos de Akt, además de inducir apoptosis sensibilizan a la apoptosis inducida por Fas 
(Uriarte, 2005; Starck, 2005).  
Al contrario de lo que sucede con c-FLIPS, en células HeLa la disminución de la 
actividad Akt mediante el ayuno de suero o el tratamiento con LY, no cambia 
significativamente los niveles de c-FLIPL. Sin embargo se ha descrito que en células 
endoteliales, en las que los niveles de c-FLIPS son indetectables, la actividad de Akt es capaz 
de regular los niveles de c-FLIPL controlando así la apoptosis inducida por Fas (Suhara, 
2001). En células HeLa los niveles de c-FLIPL únicamente disminuyen tras la estimulación 
con CH11 en condiciones de ayuno siendo aún mayor la bajada cuando se bloquean por 
completo los niveles de pAkt mediante el tratamiento con LY.  
Aunque el papel regulador de Akt sobre los niveles de c-FLIP está bien establecido 
existe cierta controversia sobre la isoforma de c-FLIP sobre la que Akt ejerce el control. 
Nuestros datos indican que en células HeLa Akt está implicada en el mantenimiento de c-
FLIPS, pero existen varios trabajos en la literatura, en los que no se especifica la isoforma de 
c-FLIP que disminuye tras el tratamiento con LY (Panka, 2001; Kondo, 2005).  
Cuando ambas formas de c-FLIP están disminuidas, la estimulación de células HeLa 
con CH11 promueve la activación de caspasas-8 y 9. La actividad de caspasa-9, así como la 
apoptosis obtenida tras la estimulación con CH11, depende de la actividad de caspasa-8 
como indican los experimentos realizados con el inhibidor z-IETD. Este resultado, junto a la 
reducción significativa de la apoptosis inducida por CH11 al expresar el factor anti-
apoptótico Bcl-2 ectópico, nos lleva a clasificar las células HeLa como tipo II, en las que la 
activación de caspasa-9 sucede vía mitocondrial tras la activación de la caspasa-8 mediante 
receptores de muerte. Otras células de tipo II son las líneas celulares de linfocitos T: Jurkat y 
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CEM; en estas células la cantidad de DISC originado es escasa y la mitocondria actúa como 
un amplificador de la señal para conseguir la activación de la caspasa-9 y la caspasa-3 
(Scaffidi, 1998).  
El tratamiento de células HeLa con el inhibidor LY, tanto en presencia como en 
ausencia de suero, produce una rápida activación de caspasa-9. Sin embargo los niveles de 
caspasa-8 activa generada tras la estimulación en las mismas condiciones son mucho 
menores que los de caspasa-9. Curiosamente la aparición del fragmento proteolítico de 
caspasa-8 p43/41 sí que se correlaciona con la aparición de caspasa-9 activa. El hecho de que 
la activación de caspasa-9 ocurra previamente a la activación de caspasa-8 se confirma al 
comprobar que la inhibición de la actividad de caspasa-8 con el inhibidor z-IETD no impide 
la activación de caspasa-9. La prevención de hasta el 60% de la apoptosis mediada por LY 
que obtenemos al tratar las células con el inhibidor de caspasa-8, sugiere la existencia de un 
loop en el que la actividad de caspasa-9 generada vía mitocondria por el tratamiento con LY 
podría estar implicada en la generación de más caspasa-8 activa. Viswanath et al 
(Viswanath, 2001) han mostrado que en la apoptosis mediada por 1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) en células PC12, la activación de caspasa-9, sucede a las 
2 h y precede a la activación de caspasa-8 que se observa 10 h más tarde; por otro lado Yang 
et al (Yang, 2006), estudiando apoptosis mediada por TNFα en células derivadas de MCF-7, 
proponen que en estas células se genera un loop de activación de caspasa-8 mediado por la 
caspasa-9 y la caspasa-3.  
 
Además del papel de Akt en la regulación de la apoptosis vía extrínseca, está bien 
establecido el papel de Akt en la prevención de la apoptosis vía intrínseca. Akt regula la vía 
mitocondrial mediante la inactivación de proteínas pro-apoptóticas, la activación de 
proteínas anti-apoptóticas implicadas en esta vía o mediante la regulación de la expresión de 
proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 (Pugazhenthi, 2000). Varios de los mecanismos 
descritos que explican los efectos de supervivencia de Akt son: la fosforilación e 
inactivación en el citoplasma de Bad y de los factores de transcripción Forkhead (implicados 
en la expresión de proteínas pro-apoptóticas) o la fosforilación y bloqueo del procesamiento 
de pro-caspasa-9 (Song, 2005). En células HeLa la disminución de los niveles de pAkt 
producido en el ayuno de suero durante 24 h no se corresponde con una disminución ni de 
los niveles de pBad ni de los de Bcl-2 por lo que descartamos estos mecanismos para la 
protección a apoptosis que Akt ejerce en células HeLa.  
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Las células BxPC3, al igual que las células HeLa, se sensibilizan a apoptosis inducida 
por Fas mediante el ayuno de suero, que promueve una bajada considerable en los niveles de 
pAkt. El tratamiento con CH11 en ausencia de suero promueve 10 veces más apoptosis de la 
que se obtiene en presencia de suero; este dato sugiere que la bajada de pAkt obtenida por el 
ayuno de suero puede ser un factor esencial para la sensibilización a apoptosis. Esta 
sugerencia se corrobora ya que, con niveles de pAkt bajos (ayuno de suero) la adición de LY 
incrementa sólo 1.5 veces la apoptosis promovida por CH11, mientras que, con niveles de 
pAkt altos (presencia de suero) la adición de LY incrementa 5 veces la apoptosis. El hecho 
de que se incremente en tres veces el porcentaje de células apoptóticas obtenido tras el 
tratamiento conjunto de LY y CH11 en células ayunadas de suero, con respecto a las 
estimuladas en presencia de suero, indica que la depleción de suero sensibiliza a apoptosis 
por Fas mediante la regulación no solo de los niveles de pAkt sino también de otros eventos. 
 
En células BxPC3 los niveles de c-FLIPS son indetectables, siendo razonable pensar 
que la acción inhibidora de c-FLIP recae en c-FLIPL, cuyos niveles no varían con el ayuno 
de suero. De hecho la disminución de los niveles de c-FLIPL que se produce tras el 
tratamiento con CHX junto CH11, se correlaciona con un incremento de 5 veces en la 
apoptosis obtenida en estas condiciones respecto a la observada por estimulación sólo con 
CH11. Por otro lado, al igual que en células HeLa y AsPC1 y a diferencia de lo observado 
con los niveles de c-FLIPS, en las células BxPC3 la inhibición de la actividad Akt no es 
suficiente para disminuir los niveles de c-FLIPL; su disminución requiere de la estimulación 
con CH11 en presencia de niveles de pAkt bajos bien por ausencia de suero o por el 
tratamiento con LY (comparar Fig. 16A, 16B y 20A). Correlacionando con la disminución 
de c-FLIPL se produce la activación de caspasa-8 y caspasa-9 y consecuentemente el 
incremento en la apoptosis. En conjunto, los datos obtenidos sugieren que la retirada de 
suero, además de producir una bajada en los niveles de pAkt, está afectando a otro factor que 
es determinante para la caída en los niveles de c-FLIPL promovida por CH11 y para que las 
células mueran por apoptosis. 
 
 Por otro lado, la diferencia en la capacidad de LY para inducir apoptosis en células 
HeLa y BxPC3 radica principalmente en la incapacidad del esta droga para generar caspasa-
9 activa en las células BxPC3. Además, en estas células la capacidad de LY para reducir los 
niveles de c-FLIPS es irrelevante ya que su nivel de expresión es indetectable y se encuentra 
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probablemente por debajo del umbral requerido para actuar como freno en la activación de 
caspasa-8. 
 En células AsPC1, el ayuno no produce sensibilización a la apoptosis inducida por 
ninguno de los tratamientos utilizados. Al igual que en células HeLa y BxPC3, la 
estimulación con CH11 no promueve variación en ninguna de las dos formas de c-FLIP. El 
tratamiento con CH11 únicamente es capaz de disminuir los niveles de c-FLIPS y no los de 
c-FLIPL y sólo cuando el tratamiento se realiza en ausencia de suero con LY o en presencia 
de suero con CHX. La caída en los niveles de c-FLIPS es determinante para promover la 
activación de caspasa-8 y -9 inducida por CH11 como observamos tras el tratamiento con 
CH11 en presencia de CHX. La disminución parcial de c-FLIPS producida tras la 
estimulación con CH11 más LY en ausencia de suero no es suficiente para permitir la 
activación de caspasa-8 por CH11; es posible que se requieran tratamientos más largos, para 
llegar a obtener la disminución necesaria para producir activación de caspasa-8. A diferencia 
de lo observado con CH11, el tratamiento con LY independientemente de los niveles de c-
FLIPS no promueve la activación ni de caspasa-8 ni de caspasa-9, indicando que al contrario 
de lo que ocurre en células HeLa, es necesaria la activación de la vía de muerte para llegar a 
la formación de DISC.  
Por otro lado, en estas células, c-FLIPL no parece estar implicado en el bloqueo de la 
activación de caspasa-8 como demuestran los resultados obtenidos tras el tratamiento 
conjunto de CHX con CH11 ya que, aun manteniéndose niveles altos de c-FLIPL, la 
disminución total de c-FLIPS es suficiente para promover la activación de caspasa-8 y 
caspasa-9.  
 
Condiciones que llevan a la activación de caspasa-8 y caspasa-9 (CH11 más CHX), 
no son suficientes para promover apoptosis en células AsPC1. Recientemente se ha descrito 
la implicación de la proteína XIAP, inhibidor de la caspasa-3, caspasa-7 y caspasa-9, en la 
resistencia a apoptosis en células AsPC1 (Vogler, 2007). Nosotros no hemos observado 
diferencias significativas en los niveles de esta proteína en las tres líneas celulares estudiadas 
(datos no mostrados). Nuestros datos indican que los niveles de c-FLIPS son determinantes 
para la prevención de la activación de la caspasa-8 y -9, pero es evidente que además están 




En conclusión, las diferentes líneas de células tumorales descritas como resistentes a 
apoptosis inducida por Fas, han generado diferentes mecanismos para evadirla. Por tanto las 
estrategias necesarias para inducir apoptosis en ellas han de ser diferentes. La deprivación de 
suero disminuye el estado de fosforilación de Akt y ERK 1/2, así como los niveles de c-
FLIPS. Nosotros mostramos que la deprivación de suero es una buena herramienta para 
sensibilizar células tumorales a la apoptosis inducida por Fas, especialmente en aquellas en 
las que c-FLIPS representa el principal bloqueo en la generación de caspasa-8. Faltan por 
determinar otras señales específicas contenidas en el suero mediante las que se protege la 































Las conclusiones más relevantes extraídas del trabajo presentado son: 
 
1. El ayuno de suero sensibiliza a las líneas celulares tumorales HeLa y BxPC3 a 
apoptosis inducida por Fas. La disminución de los niveles de pAkt que se produce en 
el ayuno de suero tiene un papel esencial en dicha sensibilización.  
 
2. En células HeLa la actividad Akt regula negativamente un evento temprano de la 
señalización de Fas, probablemente la formación del DISC, además controla los 
niveles de c-FLIPS y colabora con CH11, en la disminución de los niveles de c-
FLIPL. Por otro lado, el bloqueo total de la actividad Akt promueve apoptosis vía 
mitocondrial dependiente de caspasa-9. 
 
 
3. En células BxPC3, con niveles de c-FLIPS indetectables, el principal freno para la 
activación caspasa-8 es c-FLIPL cuyos niveles no varían en ausencia de suero. El 
tratamiento con CH11 no promueve por si solo la bajada de los niveles de c-FLIPL 
sino que requiere bien de la ausencia de suero o de la coestimulación con CHX o con 
LY. 
 
4. En células AsPC1 únicamente se consigue activación de caspasa-8 y caspasa-9 tras la 
estimulación con CH11 cuando no se detectan niveles de c-FLIPS, esta condición 
solo se consigue cuando el tratamiento se realiza junto con CHX y no con LY. A 
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Stimulation of Fas/CD95 triggers caspase-8 activation that leads lastly to executory 
caspases activation and apoptosis. Many cancer cell lines remain resistant to Fas-mediated 
apoptosis. To develop drugs useful for cancer therapy it is important to know the 
mechanisms involved in the resistance of tumor cells to apoptosis. Here, we show the 
molecular mechanisms involved in the resistance of the cervical cancer line HeLa and the 
human cancer pancreatic cell line BxPC3 to apoptosis and its sensitization to Fas-induced 
apoptosis by serum withdrawal. In the case of HeLa cells, serum deprivation causes a down 
regulation in c-FLIPS levels, the major brake for caspase-8 activation in these cells. This 
down regulation is likely mediated by the fall in Akt activity, also observed by serum 
withdrawal. In these cells the sole and complete inhibition of Akt also induces an activation 
of both caspase-8 and caspase-9, being active caspase-9 also observed in the absence of 
active caspase-8. In the case of BxPC3 cells the specific blockage of Akt activity mainly 
sensitizes to Fas-induced apoptosis. These cells show very low c-FLIPS levels and c-FLIPL is 
the major brake for caspase-8 activation, down regulation of c-FLIPL as well as apoptosis 
can be achieved by the cooperation of Fas engagement together with serum starvation or 
with cycloheximide treatment. All these data demonstrate that serum starvation, by 
modulating different events, in different cell types, is a good tool to sensitize tumor 
apoptosis-resistant cells to apoptosis. 
 
 




Fas (CD95/APO-1) is a transmembrane protein belonging to the tumor necrosis 
factor receptor superfamily. Fas was identified as a cell death inducer of malignant human 
cancer and leukaemia cell lines [1, 2]. Stimulation of Fas with its cognate ligand or agonistic 
antibodies results in receptor oligomerization and recruitment of signalling proteins in a 
death-inducing signalling complex (DISC) [3-5]. The formation of DISC involves 
recruitment of the adaptor protein FADD, procaspase-8 and the regulator c-FLIP. FADD 
binds to Fas via homotypic death domain (DD) interactions, and to procaspase-8 via a 
homotypic death effector domain (DED) interaction. The Fas/FADD/procaspase-8 initiated 
pathway appears to be the main mediator of Fas-induced apoptosis [6, 7]. Stimulation of Fas 
allows procaspase-8 dimerization and its activation by autocatalytic cleavage [8]; in this 
process two cleavage steps are involved, the initial cleavage generates caspase-8 p43/41 and 
p12; subsequently p12 is rapidly converted to p10. Afterwards an additional cleavage of 
p43/41 occurs producing the enzyme active caspase-8 p18 and the inactive p26/24 
prodomain. Activated caspase-8 induces apoptosis either by initiating directly a cascade of 
cleavages of effector caspases and eventually of poly (ADP)-ribose polymerase (PARP) [9] 
in Type I cells or initiates a mitochondrial amplification loop in Type II cells [10]. Recently, 
Samraj et al [11] by using a caspase-9 deficient Jurkat cells, have proposed that in Type II 
cells caspase-9 activation is required for the amplification of the caspase-8 activation and for 
the loss of mitochondrial membrane potential in Fas and TRAIL induced apoptosis.  
c-FLIP is expressed as a long (c-FLIPL) and a short (c-FLIPS) splice form. The c-
FLIPL protein is homologous to procaspase-8, consisting of two tandemly repeated DEDs 
and a catalytically inactive caspase-like domain. c-FLIPS shares most of its sequence with c-
FLIPL and has only the two DEDs followed by a C-terminal tail, required for regulation of 
the turnover of the protein. Both c-FLIP proteins act as inhibitors of caspase-8 mediated 
apoptosis through binding to DED in FADD [12, 13]. Using cells overexpressing c-FLIP 
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proteins, it has been proposed that c-FLIPS prevents the initial cleavage step of procaspase-8, 
whereas c-FLIPL allows the initial cleavage step to caspase-8 p43/41, but blocks further 
processing and consequently the generation of caspase p18 [14]. Other roles have also been 
adscribed to c-FLIPL. It has been proposed that, under certain conditions, c-FLIPL can act as 
a pro-apoptotic molecule, facilitating the activation of procaspase-8 [15, 16]. Besides, c-
FLIPL whose synthesis is induced by NFkB, can induce activation of the NFkB signalling 
pathway [17]. 
In general the PI3K pathway can control cell death through the phosphorylation of 
Akt in a large number of cell types. Activated Akt has been demonstrated to protect cells by 
various mechanisms, from the apoptosis induced by a variety of stimuli. Akt has been 
involved in the suppression of apoptosis through inactivation of several components of the 
cell-death machinery, including Bad [18, 19], caspase-9 [20], the Forkhead family of 
transcription factors [21], the IkB-kinase, or CREB [reviewed in [22]]. PI3K/Akt can also 
control death receptor-mediated apoptosis in various cell types by means of regulating the 
expression level of c-FLIP proteins [23-25]. 
Here we compare in three different tumor cells (HeLa, BxPC3, and AsPC1) resistant 
to Fas-induced apoptosis in the presence of serum, the effect of serum deprivation on its 
sensitization to Fas-induced apoptosis. We demonstrate that the decrease in pAkt levels 
observed by serum starvation plays different roles in the sensitivity to apoptosis in the 
studied cell lines. Furthermore, we have also studyed the function of c-FLIPL and c-FLIPS in 
preventing apoptosis in these cells and their modulation by serum starvation. In conclusion, 
we demonstrate that serum starvation, by modulating different events in different cell types, 




MATERIALS AND METHODS 
 
Antibodies, plasmids, and reagents. The anti-Fas multimeric mouse anti-human 
monoclonal (IgM isotype, CH-11, inducer of apoptosis) was purchased from MBL. The anti-
Fas mouse anti-human monoclonal (IgG isotype, does not induce apoptosis), the anti-FADD, 
anti-XIAP, anti-c-IAP-1, and anti-c-IAP-2 antibodies were obtained from Biosciences 
Pharmingen. The anti-pERK 1/2, anti-ERK 2, anti-Akt, anti-BclXL, and anti-c-Myc were 
obtained from Santa Cruz. The anti-cleaved caspase-9, anti-cleaved caspase-8, anti-pAkt 
(Ser 473), anti-pp38, anti-pRaf, anti-pJNK, and anti-pGSK3 were from Cell Signalling. The 
anti-FLIP antibody was from Alexis Biochemicals, anti-PARP antibody from R&D, and the 
anti-RIP antibody from Abcam. The human recombinant Fas ligand, the anti-Fas monoclonal 
antibody, the anti-tubulin antibody, cycloheximide (CHX), and FITC-conjugated anti-mouse 
secondary antibody were obtained from Sigma-Aldrich. LY294002 (LY, PI3K inhibitor) and 
U0126 (UO, MEK inhibitor) were obtained from Tocris; and the caspase-8 inhibitor II, Z-
IETD-FMK (z-IETD), from MERCK. The constructs used were: PBB14, encoding the Us9-
EGFP fusion protein under the control of the CMV immediate early promoter, was kindly 
provided by Dr Banfield. The pCDNA3 was from Invitrogen, the pSFFV-Bcl-2 plasmid was 
kindly provided by Dr L. del Peso, and the Myr-Akt-HA plasmid by Dr. J. Renart.  
 
Cell culture, stimulation, and transfection.  HeLa cells were cultured in DMEM-HEPES 
medium supplemented with 5% heated inactivated FBS (GIBCO, BRL), 2 mM glutamine, 
100 U/ml penicillin, and 100 µg/ml gentamicin (GIBCO, BRL). Jurkat, BxPC3, and AsPC1 
were cultured in RPMI medium supplemented with 10% heated inactivated FBS, 1 mM 
Sodium Pyruvate, 2 mM glutamine, and 100 µg/ml gentamicin. Cells cultures were 
maintained in an atmosphere of 95% air, 5% CO2. For cell stimulation, cells were plated at a 
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density of 5x105 cells/60 mm and 24 h later, cells were either stimulated for the indicated 
times (+S), or serum starved for a further period of 20-24 h and then stimulated (24 h-S). 
Transfection assays were carried out by the standard calcium phosphate procedure. Ten 
micrograms of pCDNA3, SFFV-Bcl-2, or Myr-Akt-HA were co-transfected with 2-4 µg of 
PBB14 (GFP) in 100 mm plates. Forty eight hours after transfection, cells were washed and 
incubated in the same medium without serum. Few minutes after serum starvation different 
stimuli, as indicated in the Figure Legends, were added for 15 h.  
 
Western blot analysis. Western blots were performed as described previously [26]. PVDF 
membranes (Pall Corporation) were probed with the antibodies indicated in the Figure 
Legend. The blots were developed using the ECL chemoluminiscent method (Amersham 
Bioscience). 
 
Flow Cytometry analysis. Surface expression analysis of Fas receptor was carried out by 
incubating cells (1x106) in 100 µl of PBS-5% BSA plus 1 µg Fas antibody (IgG) for 60 min 
at 4ºC. Cells were then washed twice in cold-PBS and treated with FITC-conjugated 
secondary antibody for 45 min at 4ºC. After incubation cells were washed twice in cold-PBS 
and resuspended in 300 µl of PBS and analyzed on a BD Bioscience FACScan. Non specific 
fluorescence was assessed using normal isotype-matched mouse IgG followed by secondary 
antibody. To perform the cell cycle analysis, cells were harvested in PBS and fixed in 70% 
cold ethanol at 4ºC. After fixation cells were washed in cold-PBS to remove ethanol, 
resuspended in 0.5 ml of PBS plus 0.5 ml of a buffer containing 0.2 M Na2HPO4  and 4 mM 
citric acid pH 7.8, and incubated for 10 min at 37ºC. Cells were centrifuged and resuspended 
in PBS with 100 µg/ml RNAse A for 20 min, and subsequently propidium iodide to a final 




HeLa cells are sensitized to Fas-induced apoptosis by serum starvation. Engagement of 
Fas receptors with agonistic IgM (CH11) or IgG anti-Fas antibodies does not promote 
apoptosis in HeLa cells when the treatment is performed in the presence of 5% serum, 
whereas the Jurkat T cell line in the presence of 10% serum are driven to apoptosis when 
exposed to CH11 (Fig. 1A, 1B). However, 24 h of serum starvation, sensitize HeLa cells to 
CH11, Fas-mediated apoptosis (Fig. 1C). A similar serum withdrawal sensitization to Fas-
induced apoptosis was observed when HeLa cells were stimulated with Fas-Ligand plus anti-
Fas monoclonal antibody and as expected stimulation of 24 h serum starved HeLa cells with 
IgG anti-Fas antibody did not induce apoptosis (data not shown), providing evidence of the 
specificity of the apoptotic signal generated by CH11 stimulation. The sensitization to Fas-
mediated apoptosis by serum starvation is not due to a change in the number of Fas receptors 
in the plasma membrane, since these cells contain a large and similar number of these 
receptors independently of the presence or absence of serum (Fig. 1D). The sensitivity of 
serum starved cells to CH11 is stimulus concentration dependent (Fig. 1E).  
Scaffidi et al [10] have demonstrated that Fas stimulation can trigger apoptosis 
through two different pathways, Type I (SKW6.4 or H9 cells) or Type II (Jukat cells). Only 
Type II cells are depend on mitochondria to amplify caspase-8 activation during death 
receptor-induced apoptosis. In order to investigate if the Fas-promoted apoptosis in serum-
deprived HeLa cells is mitochondria dependent, we have ectopically expressed Bcl-2 
together with GFP (3:1 ratio) and analyzed the Fas-mediated apoptosis in the GFP-positive 
transfected cells. Fas-mediated apoptosis is clearly diminished in Bcl-2 transfected cells 
(Fig. 1F), indicating that HeLa serum starved cells behaved as Type II cells. 
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Serum starvation leads to lower pAkt, pERK 1/2, and c-FLIPS levels. In order to 
investigate the status of different proteins known to be involved in apoptosis control, we 
performed a time course of serum deprivation in HeLa cells and analyze by Western blot a 
large set of proteins that might control apoptosis at different levels. Among the proteins 
checked are the Fas-associated death domain protein (FADD) and the caspase-8 inhibitor 
proteins c-FLIPL and c-FLIPS, that together with the activated death receptor and 
procaspase-8 form the core of the death-inducing signalling complex (DISC); the IAP family 
of proteins, that function through direct or indirect interactions to inhibit the activity of 
several caspases, including caspase-3, caspase-7, and caspase-9 [27, 28]; the Bcl-2 family 
proteins BclxL (anti-apoptotic) and Bad (pro-apoptotic) [29]. Lastly, we also checked the 
phosphorylation state of several protein kinases that have been involved in survival or 
apoptosis induction as Akt, ERK 1/2, Raf, JNK, or p38. Among all the proteins studied, 
serum deprivation only induces a significant decrease in the levels of c-FLIPS as well as a 
decrease in the phosphorylation state of the protein kinases ERK 1/2 and Akt (Fig. 2). In 
correlation with the decreased pAkt levels upon serum starvation, a fall in the 
phosphorylation state of GSK3 is also observed. 
To investigate if the decrease in the phosphorylation state of ERK 1/2 or Akt plays a 
role in the sensitization of HeLa cells, we have analyzed the effect of U0126 (U0, MEK 
inhibitor) and LY294002 (LY, PI3K inhibitor), on the promotion of apoptosis. We have 
detected only a very slight effect of U0 inhibitor at 10 µM, that blocks pERK 1/2 
phosphorylation (data not shown), on Fas-mediated apoptosis, with independence of the 
presence or absence of serum in the medium (Fig. 3A). In contrast, LY used at 20 µM, that 
drastically blocks the Akt pathway (Fig. 3B), promotes apoptosis, either in the absence or in 
presence of 5% of serum in the medium (Fig. 3A). The apoptotic role of LY is reverted when 
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HeLa cells are transfected with Akt-Myr, an active version of Akt (Fig. 3C), pointing out 
that the target involved in the prevention of apoptosis inhibited by LY stimulation is Akt.  
To investigate if the protective effect of serum might be due, at least in part, to the 
ability of serum to keep the Akt pathway active, we treated cells growing in the presence of 
5% serum with low concentrations of LY together with or without CH11. Low 
concentrations of this drug, that partially reduces the phosphorylation state of Akt, sensitizes 
the cells to Fas-mediated apoptosis, and a synergistic effect in the induction of apoptosis is 
observed (Fig. 3B). In fact, the transfection of Akt-Myr that increases Akt activity reduces in 
a 30% the Fas-induced apoptosis in serum-deprived cells (Fig. 3C). Furthermore, there is a 
correlation between a transient decrease in pAkt levels after Fas stimulation and the 
promotion of apoptosis. Only CH11 (anti-Fas IgM antibody) but not the anti-Fas IgG 
antibody (data not shown) promotes in serum starved, but not in serum growing cells, a fast 
and transient decrease in pAkt (Fig. 3D). Besides preincubation with IGF-1, an Akt pathway 
activator (Fig. 3E), prior to CH11 stimulation prevents the inhibition of the pAkt levels (Fig. 
3F) and decreases the promotion of apoptosis (Fig. 3G) induced by CH11. On the other 
hand, both anti-Fas IgG antibody (data not shown) and CH11 (IgM) activate ERK 1/2 
independently of the absence or presence of 5% serum in the cells medium (Fig. 3D). All 
these data are in favour of Akt, but not ERK 1/2 activity, playing a protective role in Fas-
mediated apoptosis in HeLa cells. 
 
Role of caspase-8 in Fas- and LY-induced apoptosis in HeLa cells. In order to 
study the mechanisms involved in the LY- and Fas-promoted apoptosis in HeLa cells, we 
have analyzed c-FLIPL and c-FLIPS levels, the cleavage of caspase-8, caspase-9, and PARP 
in cells stimulated with both signals for different periods of time. LY or CH11 stimulation, 
either in the absence or presence of 5% serum, induces a small decrease in c-FLIPL levels; 
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whereas LY, but not CH11, treatment promotes a clear decrease in the level of c-FLIPS with 
independence of the presence or absence of serum (Fig. 4A). The addition of CH11 and LY 
together, also independently of the presence of absence of 5% serum, down regulates more 
efficiently both forms of c-FLIP and correlates with an increase in the PARP cleavage (Fig. 
4A). All these data indicate that in HeLa cells a small reduction in c-FLIPL levels is not 
sufficient to induce apoptosis by Fas stimulation but decreased c-FLIPS levels, below a 
threshold , obtained by serum starvation or by LY incubation, is concomitant with the 
induction of apoptosis.  
The two cleavage events described to be required for caspase-8 activation are 
observed when HeLa cells are treated with CH11, the p43/41 fragments product of the first 
cleavage and p18 fragment product of the second cleavage (Fig. 4B). The caspase-8 p43/41 
fragments as well as the caspase-8 p18 fragment are apparent 1 h after the stimulus, 
correlating the generation of these fragments with the appearance of c-FLIPL p43 (Fig. 4A). 
However LY treatment shows a different pattern of caspases activation. Akt inhibition 
allows a more efficient procaspase-8 first cleavage than CH11, but a more inefficient 
caspase-8 second cleavage, LY treatment also generates less c-FLIPL p43 fragment than 
CH11. Besides the delayed caspase-8 activation, a clear activation of caspase-9 is observed 1 
h after the stimulus.  
In order to investigate the relevance of caspase-8 activity in the apoptosis promoted 
by these two stimuli, we have analyzed the effect of caspase-8 inhibition by the addition of 
z-IETD in the apoptosis promoted by CH11 or LY. As expected, caspase-8 inhibition 
prevents the accumulation of the caspase-8 fragments p43/41 as well as p18, and c-FLIPL 
fragment p43, in cells either stimulated with LY or CH11 (Fig. 4D). Inhibition of caspase-8 
activity in CH11 stimulated HeLa cells blocks activation of caspase-9 (Fig. 4D), indicating 
that caspase-8 activity is upstream of caspase-9. In agreement, the apoptosis promoted by 
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CH11 is completely prevented by caspase-8 inhibition (Fig. 4C). However, inhibition of 
caspase-8 activity does not affect the activation of caspase-9 induced by LY (Fig. 4D), 
indicating that in this case the generation of active caspase-9 is mainly caspase-8 
independent. In fact, and in contrast with the data obtained with CH11 stimulation, the 
inhibition of caspase-8 activity blocks only partially the apoptosis induced by LY in HeLa 
cells (Fig. 4C). 
 
Serum starvation and LY sensitizes BxPC3, but not AsPC1 cells to Fas-induced 
apoptosis. To determine if sensitization to Fas-induced apoptosis by serum starvation is a 
particular feature of HeLa cells or not, we analyzed the behaviour of two human cancer 
pancreatic cell lines as AsPC1 and BxPC3, (also resistant to Fas-induced apoptosis in the 
presence of 10% serum), to Fas stimulation in 24 h serum depleted cells. BxpC3 are also 
sensitized to Fas-induced apoptosis by serum starvation (Fig. 5A). In these cells, like in 
HeLa, the blockage of ERK 1/2 phosphorylation does not sensitize them to apoptosis. 
Nevertheless and in sharp contrast to HeLa cells, BxPC3 in the presence of 10% serum in the 
media are resistant to LY-promoted apoptosis, at concentrations of LY that completely 
blocks the Akt pathway (data not shown). In 24 h serum-deprived cells LY is only a weak 
apoptotic signal (Fig. 5A). Nevertheless, in these cells the inhibition of the Akt pathway 
strongly sensitizes to Fas-induced apoptosis. We also decided to analyze the status of the 
proteins c-FLIP and pAkt after serum starvation. The levels of c-FLIPS are extremely low in 
BxPC3 cells, compared to HeLa cells and could be hardly detected, besides no significant 
differences in the levels of c-FLIPL were observed by serum withdrawal (Fig. 5B). In these 
cells, as in HeLa, a decrease of pAkt levels is also observed by serum starvation. 
In serum starved BxPC3 cells, Fas engagement, but not LY, (in agreement with the 
poor apoptotic capacity of LY in these cells) promotes a decrease in the levels of c-FLIPL 
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together with generation of the p43 fragment, as well as caspase-8 and caspase-9 activation 
(Fig. 5C). Nevertheless, when the cells are treated with both drugs together, the c-FLIPL 
levels are more efficiently down regulated (Fig. 5C) and a synergistic effect in terms of 
caspase-8 and caspase-9 activation, PARP cleavage, and percentage of the Sub G1 
population is observed (Fig. 5C, 5A). In these cells caspase-8 inhibition also prevents 
caspase-9 activation and apoptosis mediated by CH11 stimulation (Fig. 5D, 5E). 
In contrast to HeLa and BxPC3 cells, in AsPC1 cells treatment with CH11 or LY (at 
doses that produces a blockage of Akt phosphorylation) or both signals together, is not 
sufficient to induce apoptosis in 24 h serum-deprived cells (Fig. 5F). These cells show very 
high levels of c-FLIPL and c-FLIPS and only the incubation with both CH11 and LY together 
induces a significant decrease in the levels of both c-FLIP proteins, but this partial down 
regulation is not sufficient to generate p18 caspase-8 (Fig. 5G) or to detect the active form of 
caspase-9 p35 (data not shown). 
 
c-FLIPS in HeLa and AsPC1 cells, and c-FLIPL in BxPC3 cells are the major 
brakes to induce caspase-8 activation by Fas stimulation. It is well established that 
cycloheximide (CHX), a protein synthesis inhibitor, sensitizes cells to apoptosis mediated by 
death receptors, due to its ability to block the synthesis of the c-FLIP proteins [30]. Since 
HeLa, BxPC3, and AsPC1 cells show different levels of c-FLIPS and c-FLIPL and a different 
relative expression levels between both proteins (data not shown), we decided to analyze the 
sensitization to Fas-induced apoptosis in the presence of CHX. In 5% serum growing HeLa 
cells CHX, induces the disappearance of c-FLIPS and a clear decrease in the levels of c-
FLIPL (Fig. 6B). CHX sensitizes to CH11-induced apoptosis, and to a less degree the LY-
induced apoptosis (Fig. 6A). The addition of CH11 together with CHX increases in a 
dramatic fashion the activation of caspase-8 and caspase-9 correlating with the 
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disappearance of both forms of c-FLIP. LY addition together with CHX only induces a slight 
increase in the generation of caspase-8 p18 (Fig. 6B). Since CHX blocks the synthesis of 
both forms of c-FLIP proteins, the further decrease in the c-FLIPL levels induced by CH11 
stimulation is probably due to an increase in the degradation rate of c-FLIPL.  
In 10% serum growing BxPC3 cells CH11 stimulation is not able to decrease c-
FLIPL levels (Fig. 6D), but the addition of CHX together with CH11 induce a decrease in the 
level of c-FLIPL, correlating with a clear promotion of caspase-8 and caspase-9 activation 
(Fig. 6D) and ultimately with apoptosis (Fig. 6C). All these data suggest that in these cells 
the caspase-8 activation is mainly controlled by the c-FLIPL level. When CHX is added 
together with LY we can detect an increase in apoptosis that correlates with increase in 
caspase-9 activity, but in contrast with the data obtained with HeLa cells, this caspase-9 
activation is independent of a modulation of c-FLIPL levels and caspase-8 activation (Fig. 
6D).  
The exposure of 10% serum growing AsPC1 cells to CHX induces a complete down 
regulation of the c-FLIPS levels, without significant changes in c-FLIPL (Fig. 6F). This 
decrease in c-FLIPS levels induced by CHX, very likely allows activation of caspase-8 and 
caspase-9 when added together with CH11, but not when added together with LY (Fig. 6F), 
indicating that CH11 produce some intracellular signal, required to induce caspase-8 
activation, that is not provided by the incubation with LY. Nevertheless, in these cells the 





Understanding the basis of the resistance of tumor cells to death receptors-mediated 
apoptosis and to develop tools to sensitize them is an important step in order to design new 
strategies to kill tumor cells. We show here that two tumor cells HeLa and BxPC3 cells 
become responsive to Fas-induced apoptosis by serum starvation. Serum starvation promotes 
in different cell types a decrease in the phosphorylation state of Akt and ERK 1/2 and can 
also modulate c-FLIP levels. 
It has been proposed that a decrease in the levels of pERK 1/2 sensitizes to Fas-
mediated apoptosis in some tumor cells. Using thyroid cells lines, it has been shown that 
Fas-induced apoptosis is increased when the cells were exposed to specific MEK inhibitors 
[31]. Besides, death receptors-mediated apoptosis has been shown to be inhibited in U937 
cells, by treatment with phosphatase inhibitors, that increase the pERK 1/2 levels and 
apoptosis is protected by stable transfection with active MEK1 [32]. Panka et al [24] have 
studied the role of ERK 1/2 in the expression of c-FLIP protein in colon cancer cell lines, 
and have shown that the MEK1 inhibitor PD98059 reduced c-FLIP levels in the colon cancer 
cell lines HT29 and DLD-1. Moreover, it has been also reported that in Hela cells the 
inhibition of ERK 1/2 phosphorylation sensitizes to apoptosis when a Fas close related 
receptor, like TRAIL, is stimulated [33]. Although our data clearly indicate that decreased 
pERK 1/2 levels do not have a relevant role in Fas-induced apoptosis in HeLa, BxPC3, or 
AsPC1 cells, since this is not the case for other cells lines, it is likely that serum deprivation, 
by decreasing p-ERK 1/2 levels, could be also a useful tool to sensitize some tumor cells to 
death receptor-mediated apoptosis.  
Our data demonstrate that the decrease in the pAKT levels by serum starvation plays 
different roles in the induction of apoptosis in the different cell lines studied. In fact, the 
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capacity of pAkt inhibition to promote apoptosis in HeLa, BxPC3, or AsPC1 cells is 
completely different. In AsPC1 cells LY does neither induce nor sensitizes to Fas-induced 
apoptosis or caspase-8 activation, in BxPC3 cells LY mainly sensitizes to CH11-mediated 
apoptosis, and in HeLa cells Akt inhibition is sufficient to induce apoptosis through the 
generation of active caspase-9 and of active caspase-8.  
It is established that activated AKT protects from apoptosis by regulating different 
events in many different cell types. The role of Akt in the sensitization of death receptors-
mediated apoptosis by decreasing the expression levels of c-FLIPL and/or c-FLIPS and 
consequently promotion of caspase-8 activation has been documented [23-25, 34]. In, human 
gastric cancer cells, B cells, T cells or HL-60 cells [23, 35-37] the PI3K/Akt pathway mainly 
controls c-FLIPS expression, whereas in endothelial or Glioblastoma cells lines controls c-
FLIPL [34, 38]. In BxPC3 cells c-FLIPS levels can be hardly detected; thereby it is unlikely 
that c-FLIPS would be involved in the prevention of induced apoptosis in these cells, being 
this role achieved by c-FLIPL. The presence of 10% serum blocks the capacity of Fas 
stimulation to decrease c-FLIPL levels and CHX or serum starvation is required to induce a 
partial c-FLIPL down regulation, caspase-8 activation and apoptosis. In HeLa cells c-FLIPS 
is the major brake to prevent Fas-mediated apoptosis and the presence of 5% serum, likely 
mediated by Akt activity, blocks its down regulation. 
 
It is well sustained a role of the Akt pathway in apoptosis prevention, not only by 
regulating c-FLIP proteins level, but also through the inactivation of pro-apoptotic proteins 
and inactivation of anti-apoptotic proteins that leads to the generation of active caspases. 
Several mechanisms have been reported to be involved in the prosurvival effect of Akt like 
Bad phosphorylation [18, 19] and sequestration of phosphorylated Bad in the cytosol [39], 
phosphorylation and inactivation of Forkhead transcription factors involved in death genes 
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expression [21], or phosphorylation and blockage of the cleavage of pro-caspase-9 [20]. In 
Hela cells the LY promoted apoptosis is drastically reduced by ectopic expression of Bcl-2 
(not shown) indicating that mitochondrial events are involved, thereby it is likely that the 
generation of caspase-9 activity by LY in HeLa cells, which is caspase-8 independent, is 
through the inhibition of some of these mechanisms. 
It had been proposed some other mechanisms by which Akt might provide apoptosis 
protection. In hepatocellular carcinoma cells, it has been shown that HGF, that also increase 
Akt activity, interrupted Fas-DISC formation, because procaspase-8 interaction in the DISC 
was decreased [40]. In T cells, the expression of active Akt provide resistance to Fas-induced 
apoptosis due to impaired recruitment of procaspase-8 to the DISC, without changes in the 
levels of c-FLIP proteins [41]. We have observed a fast and transient decrease in Akt activity 
when CH11 stimulation promotes apoptosis in HeLa cells. These results could suggest that 
in these cells, Akt activity might be also interfering with an early event triggered by Fas 
engagement, supporting another different role of Akt in the generation of caspase-8 
activation independent of the modulation of c-FLIP levels. In fact, LY by itself promotes 
apoptosis that is, at least partially, caspase-8 activity dependent, but since the down 
regulation of c-FLIP proteins by CHX, is not sufficient to induce apoptosis, it is likely that 
Akt inhibition, induce active caspase-8 not only by reducing the levels of the c-FLIP 
proteins, but another mechanism has to be involved in the process. Nevertheless, the 
possibility that caspase-9 activity would be involved in this process remains to be elucidated. 
On the other hand, it have been reported, using chronic lymphocytic leukemia cells, that the 
capacity of LY to promote apoptosis is caspase-8 dependent but Akt independent [42]. 
However, the fact that Akt-Myr overexpression completely prevents the LY induced-
apoptosis in HeLa cells excludes this possibility. This central role of Akt in controlling 
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apoptosis by different pathways in HeLa cells has not been observed in the other two lines 
tested. 
In AsPC1 cells the involvement of the protein XIAP in their resistance to apoptosis 
has been recently reported [43]; however, our data indicate that some other mechanism must 
be involved, since Fas stimulation does not induce generation of caspase-8 or caspase-9 
activity. Caspase-8 activation in AsPC1 cells is only achieved when c-FLIPS levels are wipe 
out by CHX, but not by 24 h starvation. In these cells c-FLIPS levels seem to be the major 
regulator of caspase-8 activation. The possibility that a sustained increase in the serum 
starvation time could finally induce the completely inhibition c-FLIPS expression can not 
excluded. Besides, caspase-8 and caspase-9 activation does not lead to apoptosis in these 
cells, taking in account that XIAP proteins are acting downstream caspase-8, it is likely that 
c-FLIPS levels, as shown here, and XIAP levels [43] are both involved in the resistance of 
Fas-induced apoptosis in these cells. 
In conclusion, it is known that the different tumor cell lines reported as death 
receptors apoptosis resistant, have generated different mechanisms to evade apoptosis, and 
the strategies to drive them to apoptosis have to be different. Here we show that serum 
starvation is a very good tool to sensitize tumor cells, with different resistant mechanisms, to 
Fas-induced apoptosis. The phosphorylation state of Akt and ERK 1/2, as well as c-FLIPS 
and c-FLIPL levels play an essential role in blocking the generation of active caspase-8 and 
serum deprivation can modulate all these steps. Further studies should be carried on to 
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Fig. 1. Serum starvation sensitizes HeLa cells to Fas-induced apoptosis. (A) HeLa and 
Jurkat cells growing respectively in 5% and 10% serum medium were treated with anti-Fas 
antibodies (IgG, 400 ng/ml) or (IgM, CH11, 400 ng/ml) for 15 h. Apoptosis was determined 
by measuring the sub-G1 population using a propidium iodide DNA staining and Flow 
Cytometry. (B) Quantification of the data obtained is shown. (C) HeLa cells cultured in 5% 
serum medium (5%S), serum starved at the same time of the stimuli (0%S), or serum starved 
for 24 h (24h-S) were treated for 18 h with CH11 (400 ng/ml). The percentage of sub-G1 
population, measured by FACS analysis, is shown. (D) Fas expression in HeLa cells 
growing in 5% serum (5%S) or after 24 h serum starvation (24h-S). (E) HeLa cells cultured 
for 24 h in serum-free medium (24h-S) were incubated with increasing concentrations of 
CH11. Cells were collected after 18 h of treatment and apoptosis was measured by FACS 
analysis. The percentage of the sub-G1 population after the treatments is shown. (F) HeLa 
cells cultured in 5% serum medium were co-transfected with PBB14-GFP and empty vector, 
or with PBB14-GFP and SFFV-Bcl2, as indicated in Materials and Methods. Forty eight 
hours after transfection, cells were serum starved and treated with CH11 (400 ng/ml) for 15 
h (15h-S + CH11). Apoptosis was determined by measuring the sub-G1 population in 
PBB14-GFP positive cells by Flow Cytometry. (A, D) Representative data of one of three 
experiments are shown. (B, C, E, F) Results shown are the average ± SD of three different 
experiments. 
 
Fig. 2. Serum starvation in HeLa cells down regulates c-FLIPS, pAkt, and pERK 1/2 
levels. HeLa cells were serum starved for the indicated times and total protein lysates were 
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analyzed by Western blot with the indicated antibodies. Representative data of one of three 
experiments are shown. 
 
Fig. 3. Akt inhibition plays a relevant role in the Fas-promoted apoptosis in HeLa cells. 
(A) HeLa cells growing in 5% serum medium (5%S) or serum starved for 24 h (24h-S) were 
pre-incubated for 30 min with U0 (MEK inhibitor, 10 µM), or LY (PI3K inhibitor, 20 µM) 
and then CH11 (400 ng/ml) was added for 15 h. The percentage of apoptotic cells was 
determined by Flow Cytometry. (B) HeLa cells cultured in 5% serum medium (5%S) were 
pre-treated for 30 min with different concentrations of LY (1, 2, and 3 µM) and stimulated or 
not with CH11 (400 ng/ml) for 15 h. The percentage of apoptotic cells was determined by 
Flow Cytometry. The effect of LY at different concentrations (0, 1, 3, 9, and 20 µM) on 
pAkt levels after 15 h was determined by immunoblotting. (C) HeLa cells cultured in 5% 
serum medium were co-transfected with PBB14-GFP and empty vector (CNT), or with 
PBB14-GFP and Myr-Akt vectors. Forty eight hours after transfection cells were serum 
starved and treated with LY (20 µM) or with CH11 (400 ng/ml) for 15 h (15h-S + stimuli). 
Apoptosis was determined by measuring the sub-G1 population of the positive GFP 
transfected cells by Flow Cytometry. (D) HeLa cells growing in 5% serum (5%S) or 24 h 
serum starved (24h-S) were treated with CH11 (400 ng/ml) for the indicated times. Cell 
lysates were analyzed by Western blot with anti-pERK 1/2 and anti-pAkt antibodies, the 
same membranes were stripped and incubated with anti-Akt or anti-ERK 2 antibodies as 
loading controls. (E) HeLa cells, serum starved for 24 h (24h-S), were treated with IGF-1 
(300 ng/ml) for the indicated times. Cell lysates were analyzed by Western blot using anti-
pAkt and anti-Akt as loading control. (F) HeLa cells starved for 24 h (24h-S) were pre-
treated or not with IGF-1 (300 ng/ml) for 10 min and then stimulated with CH11 (400 ng/ml) 
for 5 min. Cells lysates were analyzed by Western blot as in (E). (G) HeLa cells were 
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starved for 24 h (24h-S), pre-treated with IGF-1 (300 ng/ml) for 10 min and then stimulated 
with CH11 (400 ng/ml) for 15 h. Apoptosis was measured by Flow Cytometry. (A, B, C, G) 
Results shown are the average ± SD of three different experiments. (D, E, F) Show one 
representative data of three experiments are shown. 
 
Fig. 4. Activation of caspase-8 and caspase-9 in the apoptosis promoted by LY and Fas 
in HeLa cells. (A) HeLa cells cultured in 5% serum (5%S) or serum staved for 24 h (24h-S) 
were stimulated with CH11 (400 ng/ml), with LY (20 µM) or with both stimuli together for 
the indicated times. Cell lysates were inmunoblotted with antibodies anti-PARP, anti-FLIP, 
and anti-ERK2 as loading control. (B) HeLa cells were serum starved for 24 h (24h-S) and 
treated with CH11 (400 ng/ml) or LY (20 µM) for the indicated times. Cell lysates were 
analyzed by Western blot with antibodies anti-caspase-8, anti-caspase-9, or anti-ERK 2 
antibody as loading control. (C) HeLa cells 24 h serum starved (24h-S), were pre-incubated 
for 30 min with the caspase-8 inhibitor z-IETD-fmk, (z-IETD, 2.2 µM), and then treated 
with CH11 (400 ng/ml) or LY (20 µM). Apoptosis was measured by Flow Cytometry 
analysis 15 h after the treatments. The 100% value is given to the apoptotic cells obtained in 
the absence of caspase-8 inhibitor. (D) Total protein lysates of cells treated as in (C) for 3 h 
were analyzed by Western blot with the indicated antibodies. (A, B, D) Representative data 
of one of three experiments are shown. (C) Results shown are the average of three different 
experiments. 
 
Fig. 5. Serum starvation sensitizes BxCP3 cells to Fas-induced apoptosis. (A) BxPC3 
cells growing in 10% serum medium (10%S) or maintained in serum starved for 24 h (24h-
S) were treated with CH11 (400 ng/ml), LY (20 µM), U0 (10 µM) or with CH11 plus LY as 
well as with CH11 plus U0. The percentage of apoptotic cells, after 15 h of treatment, was 
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determined by Flow Cytometry. (B) BxPC3 cells were serum starved for the indicated times. 
Total protein lysates were analysed by Western blot with the antibodies indicated in the 
Figure. (C) BxPC3 cells, serum starved for 24 h (24h-S) were treated with LY (20 µM), 
CH11 (400 ng/ml) or with both stimuli together for the indicated times. Cell lysates were 
analyzed by Western blot with the indicated antibodies. Anti-tubulin was used to measure 
loading of the gel. (D) BxPC3 cells, serum starved for 24 h (24h-S), were pre-incubated or 
not with z-IETD (2.2 µM) for 30 min and treated or not with CH11 (400 ng/ml). Cells were 
collected after 15 h treatment and apoptosis was measured by Flow Cytometry analysis. The 
100% value is given to the apoptotic cells obtained in the absence of caspase-8 inhibitor. (E) 
BxPC3 cells treated as in (D) were collected after 3 h and cell lysates were analyzed by 
Western blot with the indicated antibodies. Anti-ERK 2 antibody was used to measure 
loading of the gel. (F) AsPC1 were cultured in 10% serum medium (10%S) or in absence of 
serum for 24 h (24h-S) were stimulated with CH11 (400 ng/ml), LY (20 µM), U0 (10 µM) 
or with CH11 plus LY as well as with CH11 plus U0. The percentage of apoptotic cells were 
determined by Flow Cytometry. (G) AsPC1 cells serum starved for 24 h (24h-S), were 
treated with CH11 (400 ng/ml), LY (20 µM) or both stimuli together for the indicated times. 
Cell lysates were inmunoblotted with the indicated antibodies. (A, D, F) Results shown are 
the average ± SD of three different experiments. (B, C, E, G) Representative data of one of 
three experiments are shown. 
 
Fig. 6. Regulation of caspase-8 activation and apoptotic induction by CHX treatment in 
HeLa, BxCP3, and AsPC1 cells stimulated by Fas or by LY. HeLa, BxPC3, and AsPC1 
cells cultured in presence of serum were treated with CH11 (400 ng/ml), LY (20 µM), CHX 
(10 µM) or with CHX plus CH11 as well as with CHX plus LY. (A, C, E) Cells were 
collected after 6 h treatment and apoptosis was determined by measuring the sub-G1 
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population by Flow Cytometry. Total protein lysates obtained from HeLa (B), BxPC3 (D), 
or AsPC1 (F) after 4 h treatment, were analyzed by Western blot with anti-caspase-8, anti-
caspase-9, anti-FLIP or anti-PARP antibodies. Total anti-ERK 2 and anti-tubulin were 
determined as loading control. (A, C, E) Results shown are the average ± SD of three 
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Cot/tpl-2 was identified in a truncated/modified form as an oncogene (Cot-T). Here we now 
demonstrate that Cot regulates different steps involved in the process of cell invasion. 
Overexpression of Cot-T increases cell invasion and migration, and reduces cell adhesion. The 
influence of Cot-T on cell migration is mediated, at least partially, by the induction of COX2. 
Cot regulates the activity of metalloproteinase-9 and metalloproteinase-2, the levels of Rho-
GTP and Rac-GTP, as well as the reorganization of the cytoskeleton. Immunochemistry studies 
of Cot-T overexpressing cells show loss of stress fibres, polarization of the microtubule 
cytoskeleton, high number of lamelipodia, and diminished paxillin levels. In contrast, siRNA-
mediated endogenous Cot-depleted cells exhibit reduced invasion and migration capacity, 
increased expression of stress fibres and hardly any Arp2/3 complexes. Inflammatory and 
invasive processes share common molecular events and accordingly, here we demonstrate that 
proto-oncogenic Cot is involved in cell invasion in addition to its established role in innate and 
adaptive immunity. Thereby Cot, a very attractive target for the development of improved anti-
inflammatory drugs, could also be a target to block cell invasion. 
 
Key words: Cot/tpl-2, Erk1/Erk2, cell invasion, cell migration, COX2 
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Introduction 
Cot/tpl2 (MAP3K8) is involved in innate and adaptive immunity processes by switching on 
the MKK1-Erk1/Erk2 pathway in response to the activation of some receptors of the TNFα 
and TLR super-families [reviewed in (1)]. The human Cot gene was identified as an oncogene 
(2), that leads to the expression of a truncated/modified protein, Cot-T (3). Insertion of MLV 
or MMTV into the murine Cot homologues also induces cell transformation (4, 5). Indeed, 
HTLV-I-transformed T cells show deregulated activation of Cot (6), modification in Cot was 
confirmed in some human adenocarcinoma tumors (7) and high Cot mRNA levels were found 
in some human large granular lymphocyte disorders (8) as well as in some human breast 
cancers (9). Thus, although physiologically Cot mediates immunity processes, mutations in 
Cot lead to cell malignancy. 
Here, we demonstrate that non-physiological up-regulation of Cot activity further increases 
cell invasion by modulating different steps involved in the process, whereas blockage of 
endogenous Cot expression results in diminished cell invasion.  
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Materials and Methods 
Cell culture transfection and selection. HeLa cells were transfected with the puromycin 
resistant plasmids: pclx, pclx-Cot-T, pSR, or with a mixture of pSR-368- plus pSR-525-Cot 
siRNA as described previously (10). Positive transfected cells were selected by adding 
puromycin (1 µg/ml, Gibco-BRL) to the incubation media for 24 h. As a control, non-
transfected cells were also exposed to puromycin.  
 
Western blots and luciferase assays. Western blots were performed at least three times with 
similar results, with selected cells incubated for 20 h in 0.1% FBS/DMEM and utilizing anti-
Cot (Calbiochem or Santa Cruz), anti-p-JNK, anti-p-Erk1/Erk2, anti-Erk2 (Cell Signalling), 
anti-COX2 (Transduction Laboratories), anti-paxillin (BD), or anti-PDI (3) antibodies. For 
luciferase assays, cells were transfected with pclx (3.6 µg) or pclx-Cot-T (3.6 µg) together 
with p3x-Nf-κB-Luc (1.3 µg) and incubated for 24 h before luciferase activity was measured 
(11). 
 
DIGE and mass spectrometry. Cells were lysed in lysis buffer (30 mM Tris, pH 7.5, 7 M 
Urea, 2 M Thiourea, 4% CHAPS and protease inhibitors) and Cot-T or Cot-siRNAs cell 
extracts (75 µg) were run together with control cell extracts (75 µg) in a strip (3-11 pH, 24 
cm). The proteins were further separated on 12% SDS-Tris-glycine gels and scanned in a 
Typhoon 9400 scanner (GE-Healthcare). Mass spectrometry analysis was performed using 
micropreparative gels (500 µg of protein). Spots of interest were identified in a 4700 MALDI-




Invasion, migration, and adhesion assays. Matrigel transmigration assays were performed 
as described previously (12). Cells were added to the upper side of the inserts and incubated 
for 24 h. Cells from 10 fields on the lower and on the top surface of the filter were counted 
under a light microscope. The percentage of invasion was determined as [Σ cells of the 
bottom/Σ  total cells]x100. Wound healing assays were made with cells at confluence in 1% or 
3% FBS/DMEM in matrigel-coated plates. Photographs were taken at different times and cell 
migration was determined as the difference in the wound width (µm) between 0 h and 16 h, 
utilizing the Act 2U Nikon measurement tool. The inhibitor drugs (Sigma, Tockris) were 
added 2 h before wounding and maintained throughout the assay. Cell viability (over 95%) 
was tested after each assay by trypan blue exclusion. To perform adhesion assays, cells 
incubated for 20 h in DMEM supplemented with 50% conditioned medium (CM, extracellular 
medium from NIH3T3 cells cultured in serum-free DMEM for 48 h) were labelled with 
BCECF-AM (Sigma). Cells were added to each well coated with different extracellular 
matrices (Sigma) and incubated for 45 min. Non adherent cells were removed by PBS 
washing. Adherent cells were quantified according to manufacturer´s intructions.  
 
Measurement of Rho-GTP and Rac-GTP levels. Selected cells, incubated for 20 h in 0.1% 
FBS/DMEM in the presence or absence of the indicated inhibitors, were PBS washed and 
solubilized in G-lisa lysis buffer. Fifty micrograms of protein were used to measure Rho 
A/B/C-GTP or Rac-GTP levels according to manufacturer’s instructions (Quantitative Rho 
A/B/C-GTP and Rac-GTP G-Lisa Kits, Cytoskeleton).   
 
Immunocytochemical studies of cytoskeletal components in HeLa cells. Selected cells, 
cultured on fibronectin coated glass slides in 10% FBS/DMEM and depleted in 0.1% 
FBS/DMEM for 16-24 h, were fixed with 2% paraformaldehyde/H2O, permeabilized with 
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0.5% triton/H2O, and incubated with phalloidin-FITC, or with different primary antibodies 
followed by ALEXA594 (Molecular Probes) secondary antibody. Photographs were taken at 
63x with an Olympus fluorescence microscope coupled to a Nikon digital camera. 
 
Metalloproteinases activity. The extracellular medium from control, Cot-T, or Cot-siRNAs 
cells cultured for 48 h, were utilized to perform gel zymography assays as described 
previously (12). The extracellular medium of HT1080 cells was run in parallel as positive 
control. The metalloproteinase (MMP) activity bands were quantified by densitometric 
analysis utilizing the Soft Imaging System program.  
 
Statistical studies. Student’s T-test was carried out to determine difference between control 
and Cot-T cells, between control and Cot-siRNAs cells, and between samples with or without 




Cot regulates cell invasion, cell migration, and cell adhesion. Using siRNA technology we 
have previously shown that in HeLa cells, Cot is the sole MAP3K regulating the activation of 
the Erk1/Erk2 kinase cascade in response to IL-1 stimulation (10). Cot-siRNAs HeLa cells 
clearly exhibited diminish endogenous Cot and p-Erk1/Erk2 levels respect to control cells 
[previously in shown (10) and (Fig. 1A,D)]. In addition, HeLa cells overxpressing Cot-T 
showed increased p-Erk1/Erk2 and p-JNK levels (Fig. 1B,D, and (13)), and increased NF-κB 
activity (Fig. 1B, and (14)). We next decided to investigate whether changes in Cot activity 
could modify the proteome of HeLa cells. DIGE proteome analysis between control and Cot-
siRNAs cells did not identify any consistent or statistically significant change, but comparison 
of control and Cot-T cells showed that the expression of one spot was consistently and 
significantly (5.3-fold) induced in Cot-T cells. Mass spectrometry identified it as COX2 (Fig. 
1C). Western blot analysis confirmed that Cot-T cells contained higher COX2 protein levels 
than control or Cot siRNAs cells (Fig. 1D). The induction of COX-2 by Cot-T was also 
observed when HeLa cells were incubated in different media (1% or 3% FBS/DMEM, or 50% 
CM/DMEM) and mRNA array analysis of Cot-T and control cells indicated that COX2 
mRNA levels are induced by Cot-T in HeLa cells (data not shown). 
A contribution of COX2 in tumour cell invasiveness has been established (15). Thus, to study 
the possible role of Cot in cell invasiveness, we investigated the behaviour of the different 
selected cells in a matrigel invasion chamber assay. Systematically, Cot-T cells exhibited a 
percentage of invasion of 45+/-7% and control cells of 31+/-2%. Cot-siRNAs cells however 
exhibited the lowest percentage of invasion with just a 10+/-3% (Fig. 2A). MTT assay of Cot-
T, control, and Cot-siRNAs cells incubated in 1% or 3% FBS/DMEM, or 50% CM/DMEM 
did not reveal any significant difference in the cell number (data not shown), excluding the 
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possibility that the increased invasion capacity of Cot-T cells was due to an increase in their 
proliferation rate.  
Since migration is a key step in cell invasion and to determine whether Cot influences cell 
migration, we carried out wound healing assays on cells in 1% or 3% FBS/DMEM. 
Overexpression of Cot-T augmented cell migration, with a rate of 58+/-7% in 3% 
FBS/DMEM and of 63+/-19% in 1% FBS/DMEM, while control cells displayed a migration 
rate of 37+/-9% in 3% FBS/DMEM or of 36+/-14% in 1% FBS/DMEM. Again, the migration 
of Cot-siRNAs cells was reduced to 11+/-5.2% in 3% FBS/DMEM, and to 8+/-5% in 1% 
FBS/DMEM (Fig. 2B). To determine if COX2 mediated the enhanced migration capacity of 
Cot-T cells, we performed migration assays in the presence of specific COX2 inhibitors. The 
addition of NS398 or Celecoxib to the wound healing assays inhibited Cot-T cells migration 
by about 60% (Fig. 2C). We also performed migration assays in the presence of PGE2, one 
product resulting from COX2 activity that mediates its carcinogenesic effects (16). PGE2 did 
not further enhance the migration capacity of Cot-T cells, but increased of about 2 fold the 
migration rate of control cells, to the rate of Cot-T cells. Addition of PGE2 did not increase 
Cot-siRNAs cell migration to the levels observed with Cot-T or even control cells. 
Distinctively, inhibition of Erk1/Erk2 activity of control and Cot-T cells, by the addition of 
UO126, drastically reduced their migration rate (Fig. 2C). 
To investigate whether Cot regulates cell migration through changes in cell adhesion, we 
analyzed in Cot-T, control, and Cot-siRNAs cells, maintained for 20 h in 50% CM/DMEM, 
their adhesion capacity. Irrespective of the nature of the extracellular substrate Cot-T cells 
showed a 2-4 fold decrease in the number of adherent cells respect to control cells (Fig. 2D). 
However, only in fibronectin coated plates Cot-siRNAs cells showed a significant increase in 
the adhesion capacity (1.4 fold) respect to control cells. The capacity Cot-T cells preincubated 
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for the last 20 h in 1% or 3% FBS/DMEM to adhere to fibronectin or laminin was also 
significantly impaired (data not shown).  
 
Cot regulates Rho-GTP and Rac-GTP levels. The Rho family regulates many facets of 
cytoskeletal organization (17). In Cot-siRNAs cells Rho-GTP levels are augmented 1.64+/-
0.21 fold respect to control cells and could not be blocked by preincubation with PGE2. Cot-
T overexpression did not affect the Rho-GTP levels (Fig. 3A), but increased 2.07+/-0.39 fold 
Rac-GTP levels respect to the control. This increase was blocked by preincubation with 
Celecoxib. Nevertheless, the addition of PGE2 to control cells increased Rac-GTP levels to 
the observed in Cot-T cells (Fig. 3B). 
 
Cot modulates cytoeskeletal reorganization. Cell migration requires the reorganization of 
the cytoskeleton. Cot-T cells displayed few actin stress fibres (Fig. 4A,B,C) and polarized 
microtubules throughout the cytoplasm (Fig. 4A), thus inducing lamelipodia formation (18). 
Cot-siRNAs cells developed abundant fibres (Fig. 4A,B,C) and perinuclear ring-like 
microtubules (Fig. 4A). Furthermore Cot-T cells, exhibited the largest number of ARP2/3 
complexes (Fig. 4B), which are essential for the generation of lamelipodia (19). Paxillin 
immunostaining at the focal adhesion sites, which is concomitant with the ability to form 
strong focal adhesions (20), was clearly diminish in Cot-T cells respect to control or Cot-
siRNAs cells (Fig. 4C). Western blot analysis also showed that Cot-T cells exhibit a 3-fold 
decrease in paxillin respect to control cells (Fig. 4C).   
 
Cot modulates MMP-2 and MMP-9 activities. Cleavage of the extracellular matrix by 
MMPs is an essential step in tumour cell invasion (21). We detected increased pro-MMP-9 
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and pro-MMP-2 activity in Cot-T cells and decreased pro-MMP-9, pro-MMP-2, and MMP-2 




Cot/tpl2 proto-oncogene is physiologically involved in immunity processes; here we show 
that Cot also regulates cell invasion and migration. A link between Cot overexpression and 
COX2 induction has been described in a T cell line and in EBV malignancies (22, 23) and it is 
also well established that increased COX2 and MMPs levels are essential for metastasis (15, 
21). Our data show that non-physiological upregulation of Cot activity further enhances cell 
migration, which is achieved, at least partially, by the induction of COX2. Besides, our results 
indicate that endogenous Cot influence events involved in cell migration. This impaired cell 
migration is not due to decreased PGE2 levels, since even in the presence of PGE2 to Cot-
siRNAs cells showed lower migration rate or increased Rho-GTP levels. As Erk1/Erk2 
activity plays an essential role in cell migration and invasion (24) and PGE2 did not increase 
Erk1/Erk2 phosphorylation in HeLa cells (data not shown), the low p-Erk1/Erk2 levels 
exhibited by Cot-siRNAs cells could be one reason of their impaired migration. In fact, 
inhibition of p-Erk1/Erk2 levels in control or Cot-T cell dramatically reduced their migration 
rate. 
Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) reduces the ability of cells to attach to different 
extracellular matrices, and PAI-1 induction is mediated by the Erk1/Erk2 and JNK pathways 
(25). Cot-T cells with higher pErk1/Erk2 and p-JNK levels showed higher PAI-1 protein 
levels than control or Cot-siRNAs cells (data not shown). Thereby, the modulation of cell 
adhesion by Cot-T could be mediated by PAI-1.  
Cot-T cells have higher number of lamelipodia than control or Cot-siRNAs cells, and show 
fusiform, poorly spreading morphology which is characteristic of oncogenically transformed, 
thus agreeing with the higher Rac-GTP values observed (26). The morphological changes 
observed in Cot-siRNAs cells correlate with their low migration capacity. Excessive Rho 
activity inhibits migration via formation of strong focal adhesions and appearance of stress 
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fibres (27), this explains why Cot-siRNAs cells, that have increased Rho-GTP levels exhibited 
abundant stress fibres and displayed an impaired migration capacity. 
Cot mutations are linked to cell malignancy. Here we show that non-physiological increased 
Cot activity enhances different steps involved in cell invasion. It is becoming clear that 
inflammatory and invasiveness processes share certain common molecular elements. Here we 
show also that endogenous Cot, which is involved in immunity processes, also regulates cell 
invasion. Proto-oncogenic Cot has been proposed as a very attractive target for the 
development of improved anti-inflammatory drugs and these data indicate that it could also be 
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Figure 1. Cot-T induces COX2 expression in HeLa cells. (A) Western blot of control or 
Cot-siRNAs cells probed with anti-Cot (Santa Cruz), anti-p-Erk1/Erk2, and anti-PDI 
antibodies. (B) Western blots of Cot-T and control cells probed with anti-Cot (Calbiochem), 
anti-p-Erk1/Erk2, anti-p-JNK, and anti-Erk2 antibodies. Luciferase activity represents the 
mean +/-SD of 3 measurements performed in triplicate. (C) 2D gel DIGE images separation 
and COX2 spot of control and Cot-T cells. (D) Western blot of COX2, Cot-T, p-Erk1/Erk2, 
and Erk2 of Cot-T, control, or Cot-siRNAs cells. 
.  
Figure 2. Cot regulates cell invasion, migration, and adhesion (A) The graph shows the 
mean +/-SD of the percentage of invasive cells respect to the total cells from 6 experiments 
performed in duplicate of control, Cot-T, and Cot-siRNAs cells. (B) The graphs show the 
mean +/-SD of 3 independent migration assays in 1% or 3% FBS/DMEM performed in 
triplicate of control, Cot-T, and Cot-siRNAs cells in the presence or absence of 10 µM 
NS398, 3 µM Celecoxib, 5 mM PGE2,, or 10 µM UO126. (C) The figures show the mean +/-
SD of three independent cell adhesion assays to fibronectin (10 µg/ml, FN), vitronectin (0.3 
µg/ml, VTR), laminin (20 µg/ml, LMN), or gelatin (10 µg/ml, GELAT) performed in 
triplicate.  
 
Figure 3. Cot regulates Rho A/B/C-GTP and Rac-GTP levels. The panels show the 
means +/-SD of 3 experiments performed in duplicate of Rho A/B/C-GTP (A) and Rac-GTP 
(B) levels in Cot-T, control, and Cot-siRNAs cells performed in the presence or absence of 





Figure 4. Cot induces cytoeskeletal reorganization. Cot-T, control, and Cot-siRNAs 
cells were stained with (A) phalloidin-FITC (1:200, Sigma) and anti-β-tubulin (1:200, 
Sigma), (B) phalloidin-FITC and anti-ARP 3(1:100, BD), (C) phalloidin-FITC and anti-
paxillin (1:200, BD). (A) Lamelipodia from 10 fields of Cot-T, control, and Cot-siRNAs 
cells from 4 different experiments were counted and divided by the number of cells. (C) 
Western blot incubated with anti-Cot (Calbiochem), anti-paxillin, and anti-Erk2 antibodies. 
(A,B,C). Similar results were obtained with 4 different sets of transfected cells.  
 
Figure 5. Regulation of MMP-2 and MMP-9 activities by Cot. Graphs show the mean 
+/-SD of 5 independent experiments of the pro-MMP-2, MMP-2, pro-MMP-9, and MMP-9 
activity of Cot-T, control, and Cot-siRNAs cells. The value 1 corresponds to the MMP-2 and 
MMP-9 activity from control cells.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
